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Résumé —

En France, deux courants culturels sont entrés en contact des le Néolithique ancien (6000-
4700 av .J.-C.) : le courant Méditerranéen par le Sud et le courant Danubien par I’Est. Dans le
cadre de ce travail de these, nous avons étudié deux sépultures collectives du Bassin Parisien
qui pourraient se trouver au point de rencontre de ces deux courants; il s’agit des hypogées
1 et 2 du Mont Aimé (Marne, France) utilisées a la fin du Néolithique (3500-3000 av. J.C.).
Dans ces deux ensembles funéraires souterrains de construction analogue, des analyses géné-
tiques ont été réalisées sur 30 des sujets inhumés. L’étude de STR (Short Tandem Repeats)
autosomaux a permis la caractérisation du sexe des individus ainsi que la détermination de
liens de proche parenté. L’analyse de STR et de SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) du
chromosome Y a non seulement permis de retracer les lignées paternelles mais aussi de com-
parer ces dernieres a celles portées par d’autres populations anciennes et modernes. Enfin, le
séquencgage de la totalité de la molécule d’ADN mitochondrial a permis, de la méme maniére,
I’étude de lignées maternelles. L’analyse combinée des données archéologiques et de 'ADN
nucléaire a révélé les détails de la chronologie du site et démontré la présence de parentés
génétiques au sein et entre les deux hypogées. Ces résultats contribuent ainsi a notre com-
préhension des similarités de structure entre les deux sépultures collectives, utilisées par des
générations successives d’individus.

L’étude des lignées uniparentales a montré une grande diversité d’haplotypes mitochondriaux
par rapport aux haplotypes du chromosome Y. Ces derniers présentent une homogénéité et
ne se retrouvent ni dans les populations anciennes ni dans les populations actuelles.

Ces résultats suggerent que le groupe humain du Mont-Aimé de la fin du Néolithique est por-
teur de lignées maternelles caractéristiques du néolithique européen et de lignées paternelles
aujourd’hui éteintes. L’haplogroupe Y 12-M223 auquel ont été affilié les différents haplotypes
du chromosome Y provient probablement des chasseurs-cueilleurs européens mésolithiques.
Les lignées maternelles retrouvées au Mont-Aimé sont présentes dans les deux courants de
migration européens et par conséquent ne peuvent pas étre rattachés a I'un ou 'autre des ces
deux courants.

En conclusion, cette these révele I'histoire des individus ayant vécu dans le Basin parisien a
la fin du Néolithique et reflétant le caractére pérenne et majoritaire des lignées paternelles
dans le groupe du Mont-Aimé malgré la contribution génétique des lignées Néolithiques. Les
individus du Mont-aimé auront donc suivi des pratiques patrilinéaires et patrilocales.

Mots clés : ADN ancien, Néolithique récent, Migration, Marqueurs génétiques humains,
Bassin Parisien.
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Abstract — In France, two cultural currents came into contact from the early Neolithic
(6000-4700 BC) : the Mediterranean current from the south and the Danubian current from
the east. As part of this thesis work, we studied two multiple burials in the Paris Basin,
which could be located at the meeting point of these two currents ; these are hypogeum 1 and
2 of Mont Aimé (Marne, France) used at the end of the Neolithic (3500-3000 BC). In these
two underground burial complexes of similar construction, genetic analyses were carried out
in 30 buried subjects. The study of autosomal STRs (Short Tandem Repeats) allowed the
characterisation of the sex of individuals as well as the determination of close family ties.
Y-chromosome STR and SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) analyses allow to trace the
paternal lineages in Mont-Aimé and compare them with those carried by other ancient and
modern populations. In parallel, whole-mitochondrial DNA sequencing is used in the study
of maternal lineages. Archaeological data and nuclear DNA revealed details of the site’s chro-
nology and demonstrated the presence of genetic relatedness within and between the two
hypogea. These results contribute to our understanding of the structural similarities between
the two collective burials, used by successive generations of individuals. The study of uni-
parental lineages has shown a great diversity of mitochondrial haplotypes compared to the
Y-chromosome haplotypes. This latter presents a homogeneity and are found neither in the an-
cient populations nor in the current populations. These results suggest that the human group
of Mont-Aimé from the end of the Neolithic period carried maternal lineages characteristic
of the European Neolithic period and paternal lineages which are now extinct. Haplogroup Y
12-M223, which has been associated with various haplotypes of the Y-chromosome, probably
originated from the Mesolithic European hunter-gatherers. The maternal lineages found at
Mont-Aimé are present in the two European migration waves and therefore cannot be asso-
ciated with one of these waves.

In conclusion, this thesis reveals the history of individuals who lived in the Paris Basin at
the end of the Neolithic and reflects the lasting and majority character of the paternal li-
neages in the Mont-Aimé group despite the genetic contribution of the Neolithic lineages.
The individuals of Mont-aime will therefore have followed patrilineal and patrilocal practices.

Keywords : Ancient DNA, Late Neolithic, Migration, Human genetic markers, Paris
Basin.

Centre d’Anthropobiologie et de Génomique de Toulouse
37 allées Jules Guesde, Toulouse
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Introduction Générale

Le Néolithique a provoqué des changements radicaux dans les sociétés humaines. En Eu-
rope occidentale, ce processus a été accompagné de migrations de populations qui se sont plus
ou moins mélangées, au cours du temps, avec les populations locales de chasseurs-cueilleurs
(2; 3; 4; 5). A la fin du Néolithique, en France, les contacts entre les deux courants princi-
paux (danubien et méditerranéen) ont créé une mosaique de cultures diverses, évoquant des
interactions complexes entre populations méme & une échelle locale (6; 7; 8; 9; 10; 11). Peu
d’études de paléogénétique (12; 13; 14) et paléogénomiques (15; 16; 5) se sont concentrées sur
cette période en France aussi au travers ce travail, nous souhaitons apporter des nouvelles
données paléogénétiques afin de contribuer a la discussion de ces événements dans le paysage
francais et européen.

Cette these se concentre sur ’étude génétique du site archéologique du Mont-Aimé et ses
deux hypogées (1 et 2) datant de la fin du Néolithique (3000-3500 av. J.C.) et situé dans le
Bassin parisien.

Ces dernieres années, un grand nombre de données génomiques sur toute la période du
Néolithique ont été publiées. Lorsque cette these a débuté, ces techniques de paléogénomique
au sein du laboratoire d’Anthropobiologie Moléculaire et d’Imagerie de Syntheése (AMIS)
n’étaient pas encore en place. Nous avons donc appliqué une approche paléogénétique pour
analyser le site du Mont-Aimé.

L’ADN des échantillons du site du Mont-Aimé est exceptionnellement bien conservé. Ainsi,
nous avons pu analyser '’ADN nucléaire, afin d’établir de possibles relations de proche pa-
renté entre individus inhumés au sein des deux hypogées, a I'aide de marqueurs présents sur
les chromosomes homologues également appelés autosomes. Il s’agit des STR (Short Tandem
Repeats) autosomaux. Nous avons également eu recours a des marqueurs uniparentaux : SNP
(Single Nucleotide Polymorphisms) et STR du chromosome Y et SNP de PADN mitochon-
drial. Ces marqueurs permettent de retracer des lignées masculines et féminines et de mieux
comprendre les interactions des populations du Néolithique récent en France et en Europe a
travers ’histoire des hommes ou des femmes.

Cette these se divise en quatre parties. Dans la premiére partie, un large spectre d’études
multidisciplinaires sur le Néolithique a I’échelle du continent européen, puis plus localement a
I’échelle du territoire frangais est passé en revue, afin de permettre une évaluation adéquate des
résultats obtenus avec ’ADN ancien. Une telle introduction complexe et multidisciplinaire est
nécessaire, car le domaine de ’archéo-génétique est étroitement lié a plusieurs co-disciplines
telles que l’archéologie, 'anthropologie, la démographie et la génétique. Nous avons donc
étudié les résultats scientifiques majeurs et les plus récents dans ces domaines, puis nous nous
sommes concentrés sur le néolithique récent du Bassin parisien.

Dans la deuxieme partie, nous récapitulons les résultats des recherches archéologiques et
anthropologiques réalisées sur le site du Mont-Aimé depuis sa découverte jusqu’ & nos jours.
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Par la suite, nous détaillons les marqueurs biparentaux (STR autosomaux) et uniparentaux
(SNP et STR du chromosome Y et SNP de ’ADNmt) sélectionnés pour l'analyse de ces deux
sépultures collectives du Mont-Aimé.

Notre objectif a été d’accéder a I'information génétique de chaque individu et d’analyser nos
données a différentes échelles populationnelles au niveau continental et au niveau régional ; et
de les placer dans le contexte du Néolithique récent du Bassin parisien.

La troisieme partie détaille les données expérimentales dont le matériel et les méthodes
utilisés qui nous ont permis de valider notre étude, ainsi que les résultats obtenus a partir des
nos analyses multilocus sur la collection archéologique du site du Mont-Aimé.

Enfin, dans la quatriéme partie, nous proposons une discussion ainsi qu’'une conclusion
générale qui reprennent nos résultats obtenus sur ce site du Mont-Aimé et qui les analysent
a une échelle plus globale avec des perspectives prometteuses pour les études futures.

Avec cette these, nous avons souhaité caractériser un groupe humain du néolithique récent
du Bassin parisien. La comparaison avec d’autres zones nous a servi a enrichir le panorama
du territoire francais constatant un reflet a petite échelle de la grande variabilité de situations
et processus qui se sont produits dans tout le continent européen lors de la Néolithisation.
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LE NEOLITHIQUE






CHAPITRE 1

Le Néolithique : Données

archéologiques
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1.1 Généralités

Les premiers essais de classification de la préhistoire débutent au XIXéme siecle avec
I’archéologue danois Christian Jiirgensen Thomsen, conservateur du musée national danois
des antiquités, & Copenhague. Ce dernier est & ’origine du premier ouvrage systématique de
préhistoire européenne mettant en évidence une division chronologique en 3 ages : ’Age de
pierre, I’Age du bronze et I’Age du fer qui s’intitule « Guide des antiquités nordiques » écrit en
1836. Vers la deuxiéme moitié du XIXeme siecle, Sir John Lubbock (préhistorien et naturaliste
anglais) dans son ouvrage « L’Homme avant I’histoire » écrit en 1865, divise I’age de la pierre
en proposant deux nouveaux termes : le Paléolithique (du grec palaios : ancien et lithos :
pierre) ou age de la pierre ancienne ou pierre taillée et le Néolithique (du grec néos : nouveau,
et lithos : pierre) ou age de la pierre nouvelle ou pierre polie. Le Néolithique fut qualifié
comme un age de la culture européenne caractérisé par des haches de pierre dont le polissage
semblait marquer un progres décisif par rapport aux pieces taillées des époques antérieures. 11
fut placé chronologiquement entre le Paléolithique et I’Age du bronze et associé & la fabrication
de récipients en terre cuite. Plus tard d’autres subdivisions encadrant le Néolithique furent
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proposées tel que le Mésolithique (J. de Morgan, 1909)ou I’Epipaléolithique (G. Goury, 1931),
des étapes antérieures correspondant aux derniers chasseurs-cueilleurs de la derniére glaciation
et des débuts de 'Holocéne (du grec hélos : entier, époque géologique actuelle qui débuta il y
a environ 10 000 B.P., avec la fin de la derniére glaciation appelée Wiirm a laquelle succéda
un réchauffement progressif)(17).

Pour les cultures postérieures qui adopterent le cuivre et les métaux précieux, tout en
conservant 'usage généralisé de 'outillage en pierre, les termes de Chalcolithique ou d’Enéo-
lithique (Gaetano Chierici, 1884) furent proposés. Ce n’est qu’en 1925 dans son ouvrage «
L’aube de la civilisation européenne » que Vere Gordon Childe, archéologue et préhistorien
australien, souligna I'importance du Néolithique mettant en avant le terme de « révolution
néolithique » dont l'origine était certainement au Proche Orient en ce qui concerne I'Eu-
rope. En effet, Childe considérait ce passage a ’économie sédentaire de production comme
I'un des tournants cruciaux et rapides de I'histoire humaine, déclencheur d’un développement
technique et industriel décisif. Ce terme de « révolution néolithique » fut utilisé pendant
longtemps pour décrire le changement profond du mode de vie associé a la chasse, la péche
et la cueillette vers un mode de vie agropastoral (17).

Actuellement, le Néolithique est définit comme la transition culturelle ot 'on passe d’un
mode de vie basé sur la chasse, péche et cueillette (environ 99% de la durée de l’histoire
humaine) qui utilise les ressources existantes de ’environnement vers un mode de vie ou l'on
contréle et produit les ressources. Une économie de production est mise en place a partir
de la domestication des plantes (agriculture) et animaux (élevage) avec des modalités aussi
différentes qu’il y a de populations humaines (18).

Les premieres sociétés agricoles sédentaires marquées par une transition économique, écolo-
gique, épidémiologique, démographique et sociale majeure (19; 20) apparaissent il y a environ
10 000 B.C.

Le Néolithique va se diffuser depuis des foyers primaires (lieux initiaux de la domestica-
tion, Figure 1.1) vers des foyers secondaires. La pression démographique, selon les théories, a
pu étre soit la cause soit 'effet de ce changement culturel qu’est le Néolithique. Depuis une
quarantaine d’années, cette relation entre démographie et changement culturel a été discu-
tée de maniére récurrente en archéologie (21), cependant cette question reste sans réponse
consensuelle. Selon Bocquet-Appel (22) la réponse démographique de la population n’a pas
précédé ni succédé le changement économique, donc culturel, mais elle a été concomitante.

Quoi qu’il en soit, cette augmentation démographique majeure est liée & une transition
épidémiologique et des transformations sociales qui vont aboutir en quelques millénaires et
dans des endroits privilégiés (Mésopotamie, Egypte, Chine) & la naissance des premiers Etats.
La transition démographique du Néolithique ou NDT (Neolithic Demographic Transition) (22)
est liée & une augmentation de la fécondité certainement en lien avec 'augmentation de la
sédentarité. Selon Bocquet-Appel (18), la sédentarisation aurait été le déclencheur de la fé-
condité en réduisant la durée de 'allaitement. Ce changement va refléter donc une explosion
nataliste (20 & 30% en plus de squelettes immatures dans les sépultures néolithiques par rap-
port & celles des chasseurs-cueilleurs) (18; 22) modulée par la diffusion des épidémies. Celles-ci
se propagent en raison des concentrations de populations, de leurs contacts avec les animaux et
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du fait de populations natives pour qui ces maladies (tuberculose notamment) étaient autant
de maladies émergentes. Sur le plan social, I’évolution des taches en rapport avec I’économie et
Paugmentation des communautés aboutit a de nouvelles formes de structuration des sociétés
avec la disparition des groupes, propres aux chasseurs-cueilleurs et certainement ’apparition
de tribus, voire de chefferies. Par ailleurs, bien que certaines innovations techniques (polissage
de la pierre, céramique) aient pu se développer en dehors de contextes néolithiques et si tous
les contextes néolithiques n’ont pas connu ces innovations techniques a leurs débuts, celles -ci
vont se développer et se généraliser avec la Néolithisation (18).

1.2 La Naissance du Néolithique

L’émergence du Néolithique est géographiquement hétérogene avec des chronologies va-
riables s’installant dans différentes parties de la planete. En effet, il existe des origines mul-
tiples et indépendantes de ces foyers primaires de Néolithisation (Figure 1.1). Les principaux
changements ont lieu a la fin de la derniére période glaciaire il y a plus de 10 000 B.C., mais
entre 8 000 et 5 000 B.C. dans des régions sans liens les unes avec les autres, la domesti-
cation de certains végétaux et de certains animaux ont déclenché des processus identiques
aboutissant au développement des premieres sociétés agro-pastorales.

FPepo Squash 5,0008R
Sunflower 4,800 B
Marshelder 2A008P
Chenoped 4,000B6.R

Pepo Squash 10,00CEP

Haize 9,000-7,000B R

Common Bean 4,CO0BR
™

Rice §J00B.F
Foxnut 000 8.8

Arrowroot 8000B R
Yam (D, trifida) 6,000 6.F
Cotton 5,000B.F

Sweat potate 4500 ER

African rice 2000 BP,
Pear| millet 3.0005.P
Sorghum 4.000B.P.
Fotate 7,000 B.R7
Guinoa 5,000 8.F

Mmi:fﬂ,coﬁﬂ.ﬂ E: Yam (D, alata] 7,000 B.RY

i Banana 7,000B.F
Chiie Peppers 6,000 B R gty

-~

FIGURE 1.1 — Principaux centres de domestication primaire et dates de la premiere domesti-
cation de diverses especes végétales et animales d’apres T. Douglas Price (2009) (23).

L’environnement a toujours été en constant remaniement jouant un roéle clé dans le change-
ment climatique a différentes échelles dans notre planéte ou les sociétés humaines ont évolué.
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Il est possible d’analyser ces changements par des études de concentrations d’éléments chi-
miques ou d’isotopes a partir des carottes glaciaires (Figure 1.2, (24)). La concentration de ces
éléments va varier en fonction de la température. Ainsi, nous savons qu'un premier réchauf-
fement rapide (appelé Bolling, Figure 1.2 point [1]) s’est produit il y a environ 14 700 B.C.,
puis il y a 12 900 B.C. le climat refroidit & nouveau et un nouvel épisode glaciaire s’engage qui
dure environ 1300 ans (Dryas récent, Figure 1.2 point [2]). Le réchauffement rapide qui suit
(il y a environ 11 700 B.C. Figure 1.2 point [3]), marque définitivement la fin de la période
glaciaire (24)). Il va libérer progressivement de vastes territoires vierges qui étaient envahis
jusque-la par la glace (au nord, mais aussi dans les montagnes) et la remontée des niveaux
marins va submerger les territoires cotiers antérieurs.
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FIGURE 1.2 — Variation des concentrations de CH4 au cours des derniers 15 kya au Groenland
et Antarctique en paralléle des variations du 0 Detd'® O modifié d’apreés B. Bellier (2004) (24).

Ces changements climatiques auraient pu influencer I’émergence du Néolithique. Ainsi,
le réchauffement faciliterait une augmentation démographique qui elle-méme entrainerait un
phénomene en boule de neige avec ’agriculture comme mode susceptible de nourrir des sur-
plus de population.

Ceci n’explique pas tout, car nous observons aussi des changements sociologiques profonds,
voire une révolution religieuse, qui pourraient expliquer le passage de la chasse et la cueillette a
Pagriculture et I’élevage. Jacques Cauvin (1994) (25), propose que les mutations symboliques
ou mentales précedent les grandes mutations économiques assistant chez ses populations néo-
lithiques a une « révolution des symboles ».

Par ailleurs, le site turc de Gobekli Tepe découvert en 1995 (occupé aux 10eme et 9eme
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millénaires avant notre ére, Figure 1.3) a révélé la richesse et la complexité des représenta-
tions symboliques : architecture monumentale ; iconographie tres riche, plus de 60 especes
d’animaux représentés, a I'aube de la diffusion du néolithique. Ce site composé d’enceintes de
pierres disposées en cercle correspondrait vraisemblablement & un lieu de culte ou des groupes
de chasseurs-cueilleurs se seraient rassemblés, et aurait constitué un lieu propice aux échanges
et a la diffusion d’idées nouvelles.

FIGURE 1.3 — Enceinte du site Gébekli Tepe.
Note : Photo d’une des enceintes du site Goébekli Tepe : © DAI, Gobekli Tepe Project
(https ://whc.unesco.org/fr/list /1572 /gallery/)

Les premieres traces d’agriculture prédomestique auraient commencé il y a au moins 11
500 cal. B.C. (Figure 1.4 (26)) cependant les céréales (tels que le blé ou l'orge) ont gardé une
morphologie sauvage pendant pres de 1 000 ans, et méme lorsque les formes domestiques sont
apparues, elles ont eu du mal & s’imposer face a leurs homologues sauvages (26). Une étude
récente propose que la gestion initiale des futurs animaux domestiques débuterait vers 11 500.
cal. B.C., parallelement avec celle des plantes (27) et il n’y aurait donc pas d’écart de 1 500
ans entre 1’émergence de ces deux sources d’alimentation comme postulé auparavant (28).

L’agriculture au Moyen-Orient est née dans le contexte d’efforts humains systématiques
a grande échelle pour modifier les environnements locaux et les communautés biotiques afin
de sélectionner les ressources végétales et animales d’intérét économique. Ce processus s’est
déroulé donc dans tout le croissant fertile pendant une période de changements climatiques
et environnementaux dramatiques avec des variations régionales considérables dans la portée
et I'intensité de ces activités ainsi que dans la gamme des ressources manipulées.
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FIGURE 1.4 — Processus de domestication (dates en rouge) et pré-domestication (dates en

vert) au niveau du croissant fertile au Proche Orient d’apres Wilcox 2014. Notes :
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Néolithique pré-céramique B, abréviation de l'anglais Pre-Pottery Neolithic B (8 940 et 6 400
B.C.); PPNA, Néolithique précéramique A, abréviation de I’anglais Pre-Pottery Neolithic A
(11 990 a 10 890 B.C.) ; Natoufien, premiéres populations & avoir tenté de se sédentariser (14
500 et 11 500 B.C.) ; Kébarien, populations des chasseurs-cueilleurs nomades (19 000 a 12 000

B.C.).
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1.3 Diffusion du Néolithique

Plusieurs facteurs ont pu contribuer a cette diffusion, tels que : les changements clima-

tiques ; une révolution symbolique, une pression démographique, une surexploitation d’habi-

tats et des ressources naturelles, etc. (29; 26).

Les hypotheses sur les causes de la diffusion du Néolithique sont tres diverses et varient

selon les auteurs. Nous ne développerons pas ce sujet dans cette these.

Cependant ce que I’on peut assurer c’est que le Néolithique s’est étendu progressivement
a partir des foyers primaires dans d’autres zones du globe. Il n’a pas été homogene ni chro-
nologiquement, ni culturellement, que ce soit dans les foyers primaires ou bien dans les zones

d’expansion.
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FIGURE 1.5 — Schéma du modeéle de la “vague d’avance” basé sur les données de Ammermann
et Sforza (1971) d’apres Rasses (2008) (30).

Il a fallu des conditions environnementales favorables pour cette diffusion; une certaine
expansion démographique pour permettre la diffusion des groupes humains; des conditions
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sociologiques réunies c’est-a-dire que des sujets néolithiques aient la volonté de s’imposer
et/ou que des chasseurs-cueilleurs acceptent « I'acculturation ».

En ce qui concerne les conditions environnementales, il y a toujours eu des zones comme
I’Arctique ou 'agriculture et 1’élevage étaient impossibles; mais ce fut le cas aussi en Europe
quand des agriculteurs/éleveurs venus du Proche-Orient (zone chaude) arriverent en milieu
tempéré : la diffusion de la Néolithisation s’arréta et ne reprit que 500 ans plus tard, une fois
les populations adaptées aux nouveaux milieux ; d’ou en Europe pour divers environnements
et diverses périodes une Néolithisation arythmique (31).

L’expansion démographique a été valorisée par les travaux de Ammerman et Cavalli-
Sforza (Figure 1.5) qui ont modélisé une vague d’expansion du Néolithique en Europe a partir
des marqueurs génétiques et des datations de C'*. Ce modele postula que les innovations
néolithiques étaient le résultat d’'une expansion lente et continue des populations venant du
Proche Orient avec un léger apport des populations locales de chasseurs-cueilleurs assimilées
culturellement (32).

Ce modele s’est heurté rapidement aux « réalités » du terrain (Figure 1.6 (31)) qui sug-
géraient, en certains points, des diffusions plus rapides ou plus lentes de petits groupes d’in-
dividus (33).

*—n‘*ﬁ"“ﬂv« Y
\1
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Moncchrome/Proto-Sesklo

.
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Source: d'aprés Gullane, 2003

FIGURE 1.6 — Schéma du modele de diffusion arythmique du Néolithique d’apres Rasse (2008)
(30) a partir des sources documentaires de Guilaine (2003). (33)
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Que ce soit pour Gordon Childe ou Ammerman et Cavalli Sforza, la progression néolithique
était inexorable : soit les chasseurs-cueilleurs s’acculturaient, soit ils étaient repoussés, soit ils
étaient massacrés; finalement ces interprétations recoupent ce qui se passait au XXe siecle
pour les derniers chasseurs-cueilleurs perdant leur culture ancestrale lorsqu’ils sont confrontés
a la civilisation occidentale. Ces interprétations étaient d’ailleurs basées sur des données
archéologiques : les cultures mésolithiques des derniers chasseurs-cueilleurs ou des premiers
agriculteurs, car en cours d’acculturation, laissaient la place au néolithique ancien auquel
succédait le néolithique moyen, etc. Les périodes de coexistence entre chasseurs-cueilleurs et
agriculteurs éleveurs avaient di étre courtes des le moment ou ces derniers arrivaient dans
une région.

Avec le développement des études archéologiques, du C'* qui « étira » les périodes et
aujourd’hui de la paléogénomique, il a été démontré que ce ne fut pas le cas. En effet, a mesure
que les travaux se développent, les scénarios apparaissent de plus en plus complexes et liés
a des changements démographiques importants qui vont fortement altérer le pool génétique
des populations Européennes du passé et actuelles.

En Europe, le schéma général montre que des populations proche-orientales ont migré vers
ce continent en se mélangeant plus ou moins avec les populations locales de chasseurs-cueilleur.
Les premiers fermiers néolithiques ont eu peu d’échanges génétiques avec les populations
locales, mais ceux-ci vont augmenter au cours du temps.

Dans toute la méditerranée de 'ouest, certaines régions cotieres ont pu connaitre des
migrations de petits groupes néolithiques comme par exemple en Espagne (34; 35), tandis
qu’a quelques dizaines de kilometres de la, des chasseurs-cueilleurs ont continué & vivre comme
auparavant. Sur la facade atlantique les Néolithiques « faisaient une pause » avant les rivages
ou les chasseurs-cueilleurs qui avaient acces & des quantités de ressources cotiéres prospéraient
a tel point que des discussions ont toujours cours pour savoir qui furent les constructeurs des
premiers mégalithes.

Ailleurs, la question semblait entendue, si les premiers néolithiques d’Europe Centrale qui
avaient suivi les vallées du Danube puis celles du Rhin et de la Seine dans les terres riches
alluviales avaient bien laissé les plateaux aux chasseurs-cueilleurs, dés le néolithique moyen
ceux-ci avaient disparu (36).Quelques voix discordantes, celles de Riquet dans les années 1970
sur la base de I’étude des cranes; celle de A. Beeching dans les années 1980 qui ne retrouvait
pas les habitats dans la vallée du Rhone, mettaient en doute ces affirmations.

De plus, des le début des études paléogénétiques, il a été mis en évidence que les deux groupes
mésolithiques et néolithiques ont pu coexister dans le méme territoire et ce parfois pendant
plus de 2 000 ans apres Parrivée des premiers fermiers en Europe Centrale (37).

1.3.1 Le Néolithique Européen

Plutét que de détailler toutes les cultures qui ont été décrites dans le néolithique de
I’Europe, nous allons nous focaliser sur celles qui ont pu apporter leur héritage aux cultures
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du néolithique récent du Bassin parisien.

Les processus de diffusion ont été tres complexes et contrastés a travers I’Europe, avec des
expansions et colonisations progressives ou tres rapides selon les régions, et avec un apport
variable des populations locales qui adoptent plus ou moins bien les nouveaux arrivants et
leurs traditions (Figure 1.6 (31)). Le néolithique européen se divise en périodes et dates va-
riables selon les auteurs, ainsi nous aurions le néolithique : ancien (6 000 & 4 700 B.C.), moyen
(4 700 & 3 500 B.C.), récent (3 500 & 2 800 B.C. avec dans certaines régions ’apparition du
cuivre) et final (2 800 & 2 200 B.C. et avec dans certaines régions ’apparition du bronze) (36).
L’apparition du métal (or, cuivre) en Europe marque la fin du Néolithique. Selon les auteurs
on parlera de Chalcolithique ou simplement on le rattachera au Néolithique final. L’exploi-
tation de ces métaux résulte d’avancées technologiques qui vont modifier les rapports de
I’homme & I’économie (mines, circuits, ouvriers spécialisés). Les possibilités d’exploitation qui
en découlent et par-la méme les rapports de ’homme a I'environnement vont étre modifiés.

En Europe, les premieres traces de colonisation par des populations du Proche Orient
datent de la premiere moitié du 9eéme millénaire avant notre ere (8 400-8 300 B.C., Figure
1.6), dans l'lle de Chypre ou des populations auraient apporté du continent des espeéces ani-
males et végétales domestiques telles que le blé amidonnier ( Triticum dicoccoides), les chiens
domestiques (Canis familiaris) et chats commensaux (Felis s. lybica) entre autres (38). La
migration néolithique vers I’Europe s’amorce essentiellement a partir de I’Anatolie (actuelle
Turquie) par la mer Egée dés 6 800 B.C., et vers la Gréce du nord (Thessalie) ot les po-
pulations ont déja une économie proto-néolithique (habitat sédentaire, domestication mais
dépourvu de céramique) qui s’est développée en plusieurs phases de colonisation et d’implan-
tation (36).

Plus vers 'ouest, deux grands mouvements vont s’amorcer et répandre le mode de vie
néolithique (Figure 1.7) :

Le premier a travers les Balkans (culture Starcévo-Crig-Koros, Figure 1.6) puis, apres
une pause (31) il rejoint le cours du Danube (civilisation danubienne ou Linearbandkeramik
ou LBK) vers le nord-ouest. Cette culture apparait vers 5 600 B.C. en Hongrie occidentale,
puis rapidement elle va s’étendre vers 'est et 'ouest, atteignant le Rhin vers 5 400 B.C. et
le Bassin parisien 300 ans plus tard, vers 5 100 B.C. (culture du Rubané Récent du Bassin
Parisien — RRBP). En Europe occidentale, les zones de peuplement les plus méridionales de
la culture LBK se trouveraient le long de la bordure sud de la Forét Noire et des Vosges, dans
le Hegau, dans le Sundgau et dans la vallée de I"Yonne (39)). Au néolithique moyen, de nom-
breuses civilisations dérivées des groupes rubanés apparaissent ; elles pourraient représenter
des mésolithiques locaux acculturés (36).
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FIGURE 1.7 — Dynamique spatio-temporelle de la diffusion du Néolithique en Europe, d’apres
Rasse (2008) (30).

Le second suit la cote nord de la Méditerranée et atteint le sud de la France (premier spot
vers 5 900-5 700 B.C.) et la péninsule ibérique autour du milieu du 6éme millénaire avant
notre ere. Ce groupe néolithique semble avoir émergé en zone tyrrhénienne vers 5 700 B.P et se
serait rapidement étendu vers I'ouest jusqu’a la cote méditerranéenne espagnole. L’économie
est largement basée sur la production alimentaire avec une prédilection pour les moutons et la
culture de l'engrain et de amidonnier (39; 40). Il trouve son expression matérielle dans des
cultures archéologiques qui, en raison des poteries caractéristiques décorées d’impressions,
sont classées sous le terme Impressa. Ils laissent des traces d’une premiere colonisation en
Italie, puis ils sont retrouvés jusqu’en Catalogne. En France, ces complexes sont présents
dans des zones spatialement restreintes du Languedoc et a Nice (41; 36).

En 5 400 B.C. un autre courant, qui débuterait en France et en Espagne lui succede :

le Cardial. Il y a un hiatus d’environ 300 ans entre les courants Impressa et Cardial, sans
que 'on sache si le premier a disparu ou s’est maintenu dans des zones cotieres aujourd’hui
submergées ou il aurait (lui ou ses descendants) participé a la geneése du Cardial.
Le fait que les sites de plein air se trouvent régulierement sur des sols facilement cultivables
(sols sableux ou loess) indiquerait que la culture des céréales a joué un role prépondérant
dans ces sociétés. Ceci suggérerait que la proximité de la cote méditerranéenne n’a pas été le
critére déterminant pour la diffusion de la Cardial franco-ibérique mais qu’il s’agit plutét de
la présence de certains sols.

Cela expliquerait alors 'arrivée du Cardial jusque dans des régions plus septentrionales
comme I’Auvergne et la Bourgogne. Mais également la diffusion discontinue du Cardial et
Pévitement de certaines régions cotieres ou ces sols ne sont pas disponibles (par exemple,
de grandes parties du Languedoc ou du littoral de 'Espagne (39; 41)). Le Cardial serait
suivi d’une phase appelée I'Epicardial (entre 5 000 et 4 800 B.C.(36)), qui émergerait & la
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bordure sud du Massif central, et qui aurait pu se propager a I’Ouest de la France. Il aurait
pu durer jusqu’au début du 5éme millénaire avant notre ére (42). Une autre hypothése sur
I’Epicardial propose des processus d’acculturation influencant les groupes du Mésolithique
tardif de I’arriére-pays méditerranéen vers le Massif central pour adopter des éléments uniques
du « package » néolithique (39).

Pendant longtemps, les deux courants de Néolithisation, danubien et méditerranéen, ont
été traités comme deux phénomenes liés a des paysages différents : d’une part, le LBK se
propage rapidement vers 'ouest et a grande échelle, préférant des sols fertiles et facilement
cultivables; d’autre part les cultures Impressa-Cardial, qui sont tres étroitement liées aux
cOtes méditerranéennes et a leurs conditions (42; 33; 36).

Dés les années 2000, en se basant sur les techniques de chirurgie cranienne, Crubézy et
al. (2001) (43), démontrent des savoir-faire communs ultras spécialisés entre groupes et avec
différentes zones de la Méditerranée. L’hypothese des contacts entre ces courants en a été
renforcée et devient de plus en plus acceptée : depuis ’échange de matieres premieres (7) , les
trouvailles de contacts (8), les influences mutuelles (10; 11) jusqu’a 1’émergence de cultures
hybrides (44).

Des les années 1980, la question d’une éventuelle coexistence entre chasseurs-cueilleurs et
communautés agraires a été prise en compte, en relation avec la progression du néolithique
méditerranéen vers 'intérieur des terres, avec une participation importante des populations
mésolithiques qui vont s’acculturer, et qui entrainerait la formation des céramiques La Ho-
guette et Limbourg (45). Ces derniéres années, ce sujet a définitivement été intégré dans la
discussion plus large sur la Néolithisation de I’Europe occidentale (45).

Apres Pamorgage du processus et d’apparition des premiers centres qui ont adopté le
mode de vie néolithique, son expansion se fait par a-coups en Europe entre 6 800 et 5 000
B.C. (Figure 1.8 (30)). C’est au Néolithique moyen que ces innovations diffusent & I'intérieur
des terres en Ibérie et sur le littoral atlantique, puis en Europe du Nord et dans les Iles
britanniques vers le quatriéme millénaire avant notre ére (vers 4 000 B.C.). Au néolithique
final cette innovation sera accomplie le long de tout le continent et marquée par ’apparition
de la métallurgie.

Puis au cours du 3éme millénaire avant notre ére, deux nouvelles cultures vont se répandre
a travers 'Europe et remplacer les cultures précédentes. La premiere, la culture Corded Ware
ou de la Céramique cordée, va s’étendre dans le centre-nord et le nord-est de 'Europe.
Une deuxieme, le complexe Bell Beaker ou Campaniforme qui vers 2 500 avant J.C., va se
répandre dans toute I’Europe occidentale ou elle va se chevaucher géographiquement avec la
Culture cordée. En ’espace de cent ans, il se sera répandu a la Grande-Bretagne et a I'Irlande
remplacant une tres grande partie de la population Néolithique précédente. En Ibérie les
campaniformes entreront en contact avec les populations locales qui vont s’acculturer, d’ou un
grand nombre d’individus associés a cette culture ayant une signature génétique des fermiers
du Néolithique (36; 3).
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FI1GURE 1.8 — Cartographie de ’expansion du Néolithique en Europe entre 6800 et 5200 B.C.
d’apres Rasses (2008).(30).

Les données a I’échelle du génome ont révélé des proportions élevées d’ascendance liée aux
éleveurs Yamnaya de 1’Age du bronze de la steppe eurasienne chez les individus de ces deux
cultures (46; 47; 3). La diffusion culturelle et la migration ont joué un réle important dans ces
processus. Les processus démographiques a la base de ces changements sont inconnus, méme
si en France par exemple, & ’Age du bronze ancien on assiste & un effondrement du nombre de
sites par rapport a la période précédente pour lequel la possibilité d’épidémies a été évoquée
depuis longtemps.

1.3.2 Le Néolithique sur P’actuel territoire francais

La séparation entre une voie néolithique danubienne et une voie méditerranéenne est une
simplification grossiere des relations culturelles en Europe occidentale dans la seconde moitié
du 6éme millénaire avant notre ere. En fait, il n’existait pas de limite réelle entre les deux
« mondes » au début du Néolithique et les contacts entre les deux voies de Néolithisation
commencent au plus tard au milieu du sixieme millénaire avant notre eére.

Sur le territoire de la France actuelle, ces deux grands courants migratoires sont entrés
en contact dans la région du Bassin parisien. Les premieres preuves de la présence du LBK
dans le Bassin parisien datent de 5 200 B.C. (39) et ne traversent que de maniére sélective le
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Haut-Rhin et le Bassin parisien au sud. Lorsque le LBK apparait a I’Ouest, le Néolithique de
la Méditerranée occidentale, le Cardial existe déja depuis un demi-millénaire.

Des le Néolithique ancien (6 000 - 4 700 B.C.), il est constaté une nette influence culturelle
LBK dans le nord-est du territoire (36).

Principales zones o peuplement des LBK

Principales 2ones ce peuplement du Néolithigue anden de type GazeyEpicardial

Eléments LEK en dzhars des principales zones de ce peuplement
Eléments Cardial franco-inérique en dehors des principales zones de ce peuplement

- Principales zones cie peuplement du Cardizl franco-ibérique
¥
A
PaN

Elérmants Epicardial en dehars des principzles zones de re peuplemeant

[h |] . Extension septentrionale de L'Egicardial (jaune) e le Cardial (rouge’

FIGURE 1.9 — Aire de peuplement de la culture LBK et des cultures de la Méditerranée au
Néolithique ancien Cardial franco-ibérique et Néolithique ancien de type Gazel / Epicardial;
les triangles montrent la distribution des éléments LBK (vert), Cardial franco-ibérique (rouge)
et épicardique (jaune) en dehors de la zone de peuplement de ces cultures, d’apres Van Willigen
et al. (2018) (39).

Cependant, les données archéologiques des groupes RRBP (Rubané Récent du Bassin Pa-
risien) et VSG/Blicquy (Villeneuve-Saint-Germain/Blicquy) qui en découlent, vont évoquer
une origine méditerranéenne de la céramique (7; 45) et de quelques outils (48). Au début
du Néolithique moyen (4 700 - 3 500 B.C.), dans la méme région, la culture Cerny (4 600
B.C.) évoque aussi par sa céramique des origines méridionales, malgré son habitat de type
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rubané; elle serait suivie par le Chasséen (4 200 & 3 500 B.C.) ayant les mémes origines (36) et
qui s’étendra sur la plus grande partie de ’actuel territoire francais avec une forte différence
régionale.

Ainsi, Gérard Bayou en 1964 a pu définir un “Chasséen du Bassin parisien” ou “Chasséen sep-
tentrional” caractérisé par une céramique de type méditerranéen coexistant avec un outillage
de silex de forme assez massive, traditionnel du Nord de la France. Cette dualité prouve une
fois de plus la diversité des courants culturels. Par la suite, au Néolithique récent (3 500 a 2
800 B.C.) de multiples groupes culturels clairement identifiables émergent vers la fin du 4eéme
millénaire et au début du 3eme millénaire avant notre ére, dont celui du Néolithique récent
du Bassin parisien (49).

Evidemment, les groupes mésolithiques locaux ont joué un role important en tant que
médiateurs des éléments culturels du néolithique méditerranéen au nord et au nord-est. L’ex-
pression la plus visible de la communication entre Cardial, les chasseurs-cueilleurs autochtones
et LBK est la céramique de Limbourg (mise a jour par Modermann en 1960) et de La Hoguette
(mis & jour par Jeunesse en 1986) (39; 45).En effet, la céramique limbourgeoise se répartit
principalement entre le Rhin, la Meuse et la Seine. La céramique de la Hoguette est attestée
de plus en plus a 'ouest et au sud, notamment entre le Main et le Neckar et le Plateau
suisse, la Moselle et la Sadne, et jusqu’a la co6te atlantique. La poterie de type La Hoguette
est distribuée d’une part bien au-dela de I'expansion de la LBK et, d’autre part, trés pres
de l'occupation la plus septentrionale du Cardial franco-ibérique sur les cours supérieurs de
I’Allier et de la Loire ainsi que le long de la Sadne. Alors que la céramique de La Hoguette a
I’est du Rhin est associée a la LBK la plus ancienne et la plus précoce, a 'ouest du Rhin elle
est associée a la LBK la plus ancienne et la plus tardive.

Ainsi, les céramiques du Limbourg et de La Hoguette représentent une partie des premieres
preuves de contacts entre les voies néolithiques méditerranéennes et les LBK. Cependant,
ces contacts étaient plutét indirects, par l'intermédiaire des groupes autochtones dans la
tradition de la fin du Mésolithique. De tels contacts, facilités par ces groupes autochtones
de tradition mésolithique, auraient pu entrainer des changements au sein méme de la LBK
comme l'intégration d’éléments de style de décoration de la poterie de la Hoguette a la LBK
dans les phases intermédiaires et ultérieures (45). D’autres éléments moins visibles tels que
les matieres premieres, plantes domestiquées, produits animaux, ont probablement aussi été
échangés sur cette route entre le Nord et le Sud de la France.

Avec les recherches de ces dernieres années, le fossé spatial entre les deux « sphéres » se
réduit. Dans la seconde moitié du 6eme millénaire avant notre ere, des zones d’occupation de
la culture Cardial apparaissent tres au nord, en Auvergne et dans la vallée de la Sadne. Les
preuves de contacts directs entre LBK et Cardial franco-ibérique proviennent principalement
de I'import et ’adoption de types d’ornements méditerranéens dans le Bassin parisien et la
haute vallée du Rhin. Il devient ainsi évident que ces contacts sont un phénomeéne durable et
complexe, avec des résultats de grande portée. La complexité est évidente lorsqu’on examine
les conditions culturelles dans le Bassin parisien a la fin du 6eme millénaire avant notre éere.
Finalement, ici les frontieres deviennent complétement floues.

En ce qui concerne la poterie, il existe des preuves de contacts entre I’Europe centrale et la
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Méditerranée au début du Néolithique au plus tard au début de la LBK (vers 5 300 B.C.) et
dans la phase ultérieure de la LBK (vers 5 200 B.C.). Ces contacts se révelent non seulement
dans les importations réelles (bracelets en calcaire, bagues, coquillages en provenance de la
région du Cardial franco-ibérique retrouvés dans la culture LBK par exemple), mais aussi dans
I'influence mutuelle ot 'on a décelé la présence d’imitations dans I'organisation de décoration
de la poterie. Parfois méme selon les auteurs, certains groupes seraient un “hybride” de ces
deux courants, comme le groupe Augy Sainte-Pallaye (défini par G. Bailloud en 1964, sur la
base des sites d’Augy et de Sainte-Pallaye dans la vallée de 1"Yonne). Ce groupe culturel du
nord-ouest de la France est caractéristique de la fusion des éléments Cardial franco-ibérique
et dérive danubienne (LBK) a la fin du Néolithique ancien que I’on retrouve notamment dans
la culture matérielle (39).

1.3.3 Le Néolithique récent dans le Bassin parisien

Le bloc culturel « Seine-Oise-Marne » a longtemps été con¢u comme la seule manifestation
culturelle homogene couvrant la fin du néolithique dans le Bassin parisien. Gérard Bailloud
donne corps au “Seine-Oise-Marne” (SOM) en abordant tous les aspects de la culture maté-
rielle, des pratiques funéraires et le date entre 2 400 et 1 600 B.C. (50). A compter de cette
date, chaque site découvert de la fin du Néolithique est intégré directement a ce bloc peu évo-
lutif de la SOM. Puis quelques années plus tard, en 1967 Bailloud et Coiffard (site Videlles,
les Roches) (51), a partir de données radiocarbone actualisées, propose une datation entre 3
300 et 3 000 B.C. Depuis, les recherches n’ont pas cessé de restreindre le SOM dans le temps,
qui sera limité au néolithique récent daté de la fin du 4éeme au début du 3eme millénaire
avant notre ere. De plus, ’homogénéité de ce bloc et les liens avec d’autres régions sont remis
en cause, montrant la diversité des productions céramiques évoquant une évolution chrono-
logique (52) et des liens entre le Bassin parisien et la Suisse (Horgen) a cette période (53).
Ceci a permis de reconsidérer le Néolithique récent du Bassin parisien et a mis en évidence
que les hypogées de la Marne se distinguent nettement du reste de la région (54) sur le plan
d’industries lithiques et osseuses, montrant des affinités avec ’'Horgen (49).

Ce facies de la Marne est défini & partir de dépots funéraires, les comparaisons ont été
menées a partir de I’étude globale des mobiliers provenant des sépultures collectives de France,
Allemagne et des Pays Bas (1263 tombes). Les mobiliers de la Marne sont placés a ’échelle
du nord-ouest de I’Europe et montrent des relations inter-régionales sous I’angle des pratiques
funéraires (55).

Ainsi, le Néolithique récent (3 600-2 900 B.C.) se caractérise par ’absence d’ensembles clos;
des sépultures collectives extrémement remaniées au cours d’utilisations pluriséculaires et de
rares couches d’habitat hétérogenes. Les relations étroites entre la Marne et la Suisse ont pu
étre mises en évidence non pas par la céramique mais par la parure et I'industrie osseuse.

De plus, des études plus approfondies notamment sur la périodisation interne du Néolithique
récent du Centre Nord de la France ont confirmé cette diversité culturelle du Néolithique récent
dans le Bassin parisien qui a conforté 'idée d’abandonner le terme de « Seine-Oise-Marne »
(49). Il a été donc proposé 3 étapes chronologiques pour la seconde moitié du 4éme millénaire
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avant notre ere dans le Centre-Nord de la France (49) a partir de la culture matérielle ayant
des facieés régionaux :

® La plus ancienne entre 3 600 et 3 350 B.C.
® Une étape moyenne entre 3 350 et 3 000 B.C.
® Une finale postérieure a 3 000 B.C.
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du passé (56; 57). Au cours des trois derniéres décennies, les progres des techniques de typage
et de séquencage de ’ADN ont permis ’avancée des recherches dans de nombreux domaines
comme la biologie, ’archéologie, la paléontologie, ’anthropologie, voire la médecine médico-
légale (56; 57).

Cependant, la mauvaise conservation des échantillons biologiques anciens peut limiter leur
analyse, méme si les développements technologiques récents ont permis des progres considé-
rables (comme 'obtention de données a partir d’échantillons de plus en plus anciens) tout en
apportant de nouveaux défis méthodologiques (58; 59; 60; 61; 62; 63; 64).

L’analyse des molécules d’ADN ancien a notamment rendu possible 1’étude des schémas

de migration, des parentés et structures familiales, ou des caractéristiques physiologiques ou
morphologiques telles que les groupes sanguins, la couleur de la peau, le type de cheveux, etc
(56; 57).
Lorsqu’il est combiné avec d’autres approches, le séquencage de génomes anciens permet
d’aider a régler des débats importants en archéologie ou en linguistique. Mais la paléogénétique
est également devenue un outil robuste et a eu un impact significatif sur de nombreux domaines
tels que la médecine légale et I’histoire humaine comme nous allons le décrire dans le chapitre
suivant.

2.1 L’ADN : rappels fondamentaux

La molécule d’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) est formée par un double brin hélicoidal
(Watson et Crick 1953), composé chacun d’une succession de nucléotides. Un nucléotide est
un ensemble de trois entités chimiques : un groupement phosphate, un sucre (le désoxyribose)
et une base azotée (A : adénine, T : thymine, G : guanine, C : cytosine). La complémentarité
de ces bases, deux a deux, permet 'association des deux brins d’ADN : ’adénine est toujours
appariée a une thymine par deux liaisons hydrogenes (liaisons faibles) et la guanine a une
cytosine par trois liaisons hydrogenes (Figure 2.1).

Cette molécule d’ADN se trouve dans le noyau cellulaire et est composée environ de 3
milliards de paires de nucléotides compactés dans 22 paires de chromosomes autosomaux et
1 paire de chromosomes sexuels qui déterminent le sexe d’un individu (X et Y). Le génome
humain est hérité des deux parents et subit un remaniement a chaque génération par re-
combinaison. Chaque individu nait de la rencontre d’un ovocyte et d’un spermatozoide, ces
cellules reproductrices naissent d’une division réductionnelle (cela réduit de moitié le nombre
de chromosomes, ainsi elles possedent 23 chromosomes, au lieu de 23 paires). Au cours de
la fécondation, la fusion de I'ovocyte avec le spermatozoide fait naitre une seule cellule avec
46 chromosomes : 23 de la meére et 23 du pére. Ainsi, le génome humain est ’ensemble de
Iinformation génétique d’un individu codé dans son ADN et hérité de parts égales de ses
parents.

L’utilité des marqueurs uniparentaux, lors des études populationnelles, est qu’ils échappent a
la recombinaison méiotique et donc sont transmis a la génération suivante sans modification.
Les seules modifications proviennent de nouvelles mutations touchant les cellules germinales.
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Ceci permet d’établir, a partir des variations étudiées sur ces deux séquences ADN (chro-
mosome Y et ADN mitochondrial) des haplotypes (combinaison donnée de nucléotides po-
lymorphes le long d’une séquence) qui peuvent étre regroupés en haplogroupes permettant
d’étudier 'origine géographique des populations humaines.

Phosphate Sucre Adenine (A) Thymine (T) Sucre Phosphate
| |
: I 1™ — | T _'J—I I—J—'|
£ CH-
w0 A _H i 19

(a) Nucleotide d adénine Nucléotide de thymine

Squelette
sucre-phosphate

Légende :

= Thymine (T)
B Adeénine (A)
D Cytosine (C)
B Guanine (G)

Desoxyribose
(sucre)

— Phosphaie

......... Liaisen hydrogene

FIGURE 2.1 — Structure de la molécule d’ADN (Acide Désoxyribonucléique). Source : site de
Biologie du réseaux Collégial du Québec (http ://coll-outao.qc.ca/bio/).

Le chromosome Y est transmis uniquement de peére en fils. Il ne recombine pas. Cette par-
ticularité va étre utilisée pour retracer les lignées masculines des familles et des populations.
Le génome mitochondrial est une molécule double brin circulaire d’ADN contenant 16569
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paires de bases (pb), localisé au niveau d’un organite cellulaire cytoplasmique : la mitochon-
drie. Il est transmis par la mere a sa descendance, car seules les mitochondries du cytoplasme
de 'ovocyte sont transmises lors de la fécondation. Il a aussi la caractéristique de ne pas re-
combiner pendant la méiose. Ceci nous permettra de retracer I’histoire des lignées maternelles
dans les populations humaines.

La variabilité du génome humain a été générée pendant des millions d’années d’évolution
de notre espece et elle s’est maintenue principalement par trois facteurs : la ségrégation et la
recombinaison de chromosomes homologues pendant la méiose et par des nouvelles mutations
dans nos cellules germinales. De plus, les forces évolutives telles que la sélection, la mutation,
la migration, la dérive génétique provoquent des changements dans les fréquences de genes et
d’alleles, conduisant a ’évolution des populations (65).

C’est ainsi que dans le monde il y a autant de génomes différents qu’il y a d’habitants.
Notre génome est constitué majoritairement (95%) des diverses séquences répétées (satellites,
minisatellites, microsatellites, éléments transposables, etc.) et seulement 5% est représenté
par des genes (65).

2.2 Les différents types de marqueurs moléculaires

Un marqueur moléculaire est une macromolécule biologique polymorphe dans une popu-
lation, espece ou taxon. En génétique des populations, un marqueur est polymorphe lorsqu’il
présente au moins deux formes différentes (alleles) et quand le moins commun d’entre eux a
une fréquence supérieure ou égale & 1% dans une population donnée (65). Les alléles avec des
fréquences < 0,01% sont appelés variants rares. Les polymorphismes de ’ADN se créent par
le gain, la perte ou la substitution des paires de nucléotides.

C’est pourquoi nous disposons actuellement de différents types de marqueurs polymorphes
d’ADN (Figure 2.2). Ces marqueurs permettent de voir directement les modifications du patri-
moine génétique qui peuvent se traduire par des modifications phénotypiques, physiologiques
ou biochimiques ou n’entrainent pas de modifications. Ce sont donc des indicateurs génétiques
neutres et variables permettant de mesurer la variabilité entre individus, familles, populations,
espéces, taxons, etc. IIs permettent de tracer la phylogénie moléculaire puisqu’ils établissent
des relations de parenté entre sujets.

Nous pouvons différencier deux grandes catégories de marqueurs : ceux dit a transmission
biparentale et ceux dit a transmission uniparentale selon les mécanismes de transmission
biologique décrits plus haut.

En effet, nous avons hérité de ’ADN de nos ancétres qui a accumulé des mutations différentes
au cours de son évolution. C’est pourquoi une séquence d’ADN peut étre différente d’un
individu a l’autre, ainsi que sa fréquence peut I’étre d’une population a 'autre.

Le polymorphisme génétique est la conséquence directe de changements nucléotidiques
sur la séquence d’ADN. Divers mécanismes peuvent causer ces modifications, et vont étre
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exploités en tant que marqueurs dans 1’étude des populations humaines, ainsi nous avons
(Figure 2.2) :

®* Les mutations ponctuelles qui sont des polymorphismes ponctuels de séquence aussi
appelées SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)

® Les séquences répétées en tandem, qui sont des polymorphismes de longueur, dans lequel
un monomere est présent un certain nombre de fois. On distingue les minisatellites ou
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) ayant des séquences de bases de 9 & 100
nucléotides répétés de 2 a quelques centaines de fois ; et les microsatellites ou STR (Short
Tandem Repeats) ayant de 2 & 7 nucléotides répétés de 50 a 100 fois.

® Les insertions ou délétions d’un certain nombre de paires de bases, appelées “indels”.

® Les éléments transposables, séquences de taille variable qui se déplacent le long de la
molécule d’ADN (transposition) et sont susceptibles de s’insérer dans ou & proximité
des genes.

SNPs STRs

substitution d'une base indels indels

.. ccaCGGTGCTGACTCCTGEGcTGﬂt:ﬁGGATTGcTcFTTGTZCMA@r@@r@e@:@r@r@ctﬁ.TGT. ..

TRANSITIONS TRANSVERSIONS DELETION INSERTION DELETION INSERTION e.g. dimiuticn d’une unité de répétition

N as l
..CCATGETACTGMTCETTAGCTGACEGAUCTGcTcTTGTcTGIcncmﬁ:@c@r@r@:@@ccnsr...

FIGURE 2.2 — Types de marqueurs moléculaires modifié d’apres Jobling et al. (2003) (65).

L’étude de ces polymorphismes nous apporte des informations importantes sur les dif-
férences génétiques entre individus et sur I'histoire des différentes populations. Il est donc
possible de calculer les proportions des polymorphismes dans les populations et obtenir ainsi
une représentation géographique des différentes variations génétiques, mais aussi d’associer a
un individu un ensemble de polymorphismes. Par exemple les lignées paternelles peuvent étre
définies par des individus présentant le méme ensemble d’alleles pour les STR du chromosome
Y étudiés ; de méme que pour les lignées maternelles des SNP le long de ’ADN mitochondrial.

2.2.1 Les séquences répétées en tandem ou STR (Short Tandem Repeats)

Les STR contiennent un nombre variable (généralement jusqu’a 50) de motifs nucléoti-
diques courts (2 a 6 pb) répétés en tandem ((eg. ATG)n), Figure 2.2. Le nombre de répétitions
caractérisent l'allele. Ces STR représentent une fraction de 3% du génome humain (66). Ils
sont dispersés dans le génome nucléaire en moyenne toutes les 10kb dans des régions non
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codantes.

Ce type de répétitions fournit des marqueurs moléculaires pour 'identification humaine. En
effet, le nombre de répétitions est tres variable d’un individu a I'autre. Les loci STR sont
choisis en fonction de I'importance du nombre d’alleles et de leur distribution dans une po-
pulation donnée. En effet, une faible probabilité de retrouver un autre individu présentant
les mémes caractéristiques génétiques est un critere important et permet de différencier deux
personnes dans une population (indice de discrimination qui peut varier entre 0.82 a 0.99,

(65)).

Un autre point important dans le choix de ces marqueurs est ’estimation des taux de
mutation (environ 10 & 104) par STR polymorphe par génération. Les généticiens utilisent
I’application de ces taux a la datation d’événements passés tels que les migrations et ’expan-
sion des populations.

En effet, lorsque 1'on peut calculer le taux de mutation de la région étudiée, des dates pour
les différents embranchements de ’arbre peuvent étre estimées et donc le temps de divergence
entre deux populations. Il apparait aussi que le taux de mutation est plus important chez
les hommes que chez les femmes du fait du nombre plus important de divisions cellulaires
pendant la gamétogenese chez les hommes. L’adge des parents est également un facteur qui
entrainerait une augmentation du taux de mutation (65).

Les STR présents sur les autosomes permettent notamment d’évaluer si des relations de pa-
renté existent ou non entre des individus. Les STR du chromosome Y permettent d’établir
des filiations entre individus masculins en définissant un haplotype Y caractéristique de telle
lignée paternelle.

2.2.2 Les Polymorphisme d’un seul nucléotide ou SNP (Single Nucleotide

Polymorphisms)

Ces marqueurs montrent un polymorphisme neutre biallélique qui est le plus fréquent dans
le génome nucléaire humain, étant présent autour de 1 a 10 SNP pour 1000 nucléotides, aussi
bien dans des régions codantes et non codantes du génome nucléaire mais aussi au niveau de
I’ADN mitochondrial. De plus, ils peuvent étre détectés dans des amplicons courts (moins de
150 pb), un trait essentiel pour la réussite de I’analyse des échantillons dégradés ou anciens .
Ces mutations ponctuelles sont des substitutions d’une base nucléique qui peuvent étre soit
une transition (substitution entre deux bases puriques ou pyrimidiques) soit une transversion
(remplacement d’une purine par une pyrimidine ou vice versa, Figures 2.3, 2.2).

Il y a pour chaque base deux possibilités de transversion et une seule de transition. Toutefois,
les mécanismes de mutation conduisent plus souvent a des transitions qu’a des transversions.

Nous pouvons citer deux processus fondamentaux qui introduisent ces substitutions de
bases :

® Des erreurs lors de la réplication cellulaire (« misincorporation » de nucléotides) qui se
produisent avec une fréquence d’environ 10 a 10°!! par nucléotide par événement de
réplication.
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® La mutageneése causée par des dommages physiques dus par exemple aux rayons ultra-
violets ou le rayonnement ionisant qui altérent la structure de la molécule d’ADN, ou
des modifications chimiques. Un exemple d’altération chimique trés connu au niveau
des bases azotées est la désamination impliquant la perte d’un groupe amine (-NH?)
telle la désamination de la cytosine qui se transforme en uracile, trés commune lors de
I’analyse des échantillons anciens.

Certains SNP autosomaux déterminent les caractéristiques phénotypiques tels que la cou-
leur de peau (67), des yeux (68) ou des cheveux (69) et sont utilisés pour 'identification ou
la filiation en médecine légale.

D’autres comme les SNP de ’ADN mitochondrial (ADNmt) vont définir des haplotypes carac-
téristiques des lignées maternelles mais aussi des haplogroupes qui comprennent les haplotypes
ayant une origine ancestrale commune. Ceci permet une localisation biogéographique, tout
comme pour le chromosome Y.

Selon le taux de mutation des marqueurs SNP ou STR, nous pourrons analyser différents évé-
nements échelonnés dans le temps. Ainsi le taux de mutation plus faible de SNP permet de
se référer a des événements temporellement plus lointains que les STR. Les combinaisons de
SNP permettent la définition des haplogroupes, informatifs sur la diversité d’une population.
Les profils STR du chromosome Y permettent par exemple la définition des haplotypes, dont
I’étude est utilisée pour 'investigation d’éveénements démographiques plus récents (70).
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FIGURE 2.3 — Schéma de toutes les substitutions de nucléotides possibles. En bleu les transi-
tions , en rouge les transversions. Il y a 2 fois plus de transversions que de transitions.

2.2.3 Les marqueurs a transmission biparentale

Les autosomes possedent un jeu double de chromosomes semblables (hérité a 50% de la
mere et & 50% du pére) et sont soumis & recombinaison lors de la méiose. Les polymorphismes
des individus vont donc présenter deux alléles par locus (marqueurs bialléliques de type SNP
ou STR, Figure 2.2) qui peuvent étre différents (état hétérozygote) ou semblables (état homo-
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zygote). A D’échelle populationnelle, ils vont nous renseigner sur la diversité existante. Nous
pourrons ainsi étudier les liens de parenté, de méme que les caractéristiques physiques ou
biologiques.

2.2.4 Les marqueurs a transmission uniparentale

Pour I’étude de la diversité des populations humaines, il existe deux segments de prédi-
lection : ’ADN mitochondrial et la partie non recombinante du chromosome Y (NRY) ou
région male-spécifique. Ces deux segments, contrairement aux autosomes, sont des structures
haploides. Les polymorphismes des individus (marqueurs de type STR et SNP, indels, Figure
2.2) sont caractérisés par des haplotypes qui auront un allele par marqueur étudié.

La nomenclature de ces marqueurs est basée sur la méthode cladistique (basée sur la notion
d’homologie) de la phylogénie (relation de parenté entre étres vivants), c’est & dire qu’on éta-
blira des relations de parenté sur la base du partage des nouveaux caracteres. Pour 'appliquer
il faut identifier les différents états d’un caractére (ancestral-muté) pour décrire les relations
entre haplogroupes.

En se basant sur la théorie de coalescence, il est possible de tracer la généalogie d’un échan-
tillon de génes en remontant le temps jusqu’a ’ancétre commun de 1’échantillon appelé MRCA
(Most Recent Common Ancestor). Cette théorie propose que dans une population donnée
ayant une certaine variabilité génétique pour les genes neutres qui ne touchent pas a la via-
bilité de I'individu, les différentes séquences présentes dans cette population devraient avoir
eu un seul ancétre commun, c’est-a-dire provenir d’une séquence unique originale. L’histoire
de la population inférée & travers ces changements expliquerait ces variations. Ainsi, il est
possible d’estimer le temps nécessaire pour la différenciation entre la séquence originale et
les séquences qui s’observent & un moment donné dans la population (temps de coalescence).
Les effets des processus évolutifs telle la mutation, la migration, peuvent étre déduits de la
séquence originale. Aussi, si le temps de coalescence d’un gene est connu, il est possible de dé-
duire la taille de la population finale. Les populations de grande taille perdent plus lentement
les variantes génétiques par dérive génétique si un grand nombre d’individus la possédent.

La combinaison de deux ou plus de deux polymorphismes en une séquence d’ADN non
recombinante est appelée haplotype, et le groupe monophylétique (clade) des haplotypes se
nomme haplogroupe (ensemble d’individus et leur ancétre commun qui partagent exclusive-
ment un nouveau caractére). Ces haplogroupes peuvent a la fois se regrouper ou se diviser
en clades de différentes hiérarchies comme de super-haplogroupes, sub-haplogroupes, par-
haplogroupes. Ainsi, les individus qui partagent le méme haplotype auront le méme état
génétique pour ’ensemble des sites polymorphes de la région d’intérét analysée. En étu-
diant cette diversité génétique des individus nous pouvons les regrouper en haplotypes les
plus proches et constituer des haplogroupes. L’objectif étant d’identifier les haplotypes an-
cestraux, de préciser les relations entre les différentes populations et de dater les différentes
branches de I’arbre phylogénétique (65).

Ces régions sont plus sensibles a des changements produits par dérive et au hasard, ce qui
en fait de bons outils pour distinguer des populations étroitement liées. De plus, ils ont
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une transmission sexe spécifique, en effet 'ADNmt est transmis par les femmes et seuls les
hommes héritent la région NRY de ses parents masculins. Les haplogroupes mitochondriaux
et du chromosome Y montrent une structuration géographique/ethnique dans les différentes
populations humaines (65) . C’est pourquoi 1’étude de ses régions a le potentiel de révéler
I'information historiquement préservé dans cette séquence d’ADN.

2.2.4.1 L’ADN mitochondrial

Structure et fonction

La molécule I’ADNmt est présente en nombreuses copies identiques (2 a 10) dans la
mitochondrie, un organite cellulaire d’origine endosymbiotique. Sa fonction primaire est la
production d’énergie sous forme d’ATP (Adénosine Tri-Phosphate) directement assimilable
par 'organisme pour leur survie et leur fonctionnement. Les mitochondries sont présentes
par centaines dans les cellules (10% - 10°, selon le type cellulaire), soit plus de 1000 copies
d’ADNmt par cellule contrairement a I’ADN nucléaire (1 copie par cellule). Ce grand nombre
des copies d’ADNmt facilite ’analyse paléogénétique ou paléogénomique, car la probabilité
de les retrouver dans des échantillons dégradés, ou treés anciens, est plus importante que celle
de retrouver de 'ADN nucléaire, bien que les techniques actuelles permettent de récupérer
des molécules d’ADN endogene tres dégradées (71; 72).
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FIGURE 2.4 — Organisation du génome mitochondrial humain, d’aprés H.Narbonne et
B.Vialettes (2000) (73).
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Le génome mitochondrial humain a été intégralement séquencé en 1981 et nommé Cam-

bridge Reference Sequence ou CRS (74) et révisé en 1999 (75). Cette derniere séquence, dite
rCRS (revised Cambridge Reference Sequence), est utilisée comme séquence de référence lors
des analyses de ’ADNmt.
Il posseéde un brin lourd (heavy strand) ou brin H plus riche en base G et T, et un brin
léger (light strand) ou brin L. Le génome code les 37 génes mitochondriaux répartis en : 2
geénes d’ARN ribosomaux (ARNr 12S et 16S), 22 génes d’ARN de transfert (ARNt) et 13
genes codant pour des protéines. Les génes ne possédent pas d’introns et il y a peu ou pas
de séquences intergéniques et seule une faible fraction de celui-ci n’est pas codante. Cette
région non codante de 1118 pb est appelée D-Loop (Displacement-loop) comprend l'origine
de réplication des deux brins (léger et lourd), des éléments de régulation de l’expression des
genes et trois sous-régions hypervariables HVR-1, HVR2 et HVR-3 (« Hypervariable Region
») (74). Ces trois sous régions présentent une variabilité beaucoup plus importante que le
reste de la molécule ol toute mutation peut se révéler délétere (Figure 2.4).

Par ailleurs, il y aurait une différence selon les régions de PADNmt, les régions codantes
évoluent beaucoup plus lentement que les séquences variables dans la D-Loop (76). Parfois,
une coexistence de molécules d’ADNmt génétiquement différentes au sein d’'une méme cellule
peut exister, voire dans une méme mitochondrie : I’hétéroplasmie serait associée a des maladies
mitochondriales, mais aussi son taux serait 1ié au vieillissement de I'organisme (77).

Transmission et hérédité

La transmission de I’ADNmt est uniparentale provenant exclusivement de la mere (78; 79),
malgré une étude suggérant une hérédité biparentale dans des cas exceptionnels (80).

En effet, lors de la fécondation, seules les mitochondries apportées par 'ovocyte sont

conservées. La queue du spermatozoide qui contient la plupart des mitochondries apportées
par le pere ne rentre pas dans I'ceuf et reste a 'extérieur.
A défaut, il semblerait que méme si des molécules ’ADNmt paternel pénétrent dans 'ovo-
cyte, elles seraient activement éliminées par ’action des enzymes cytoplasmiques de ’'ovocyte
ou d’ubiquitination (81). De cette maniére, seule la mére transmettrait son ADNmt & sa des-
cendance impliquant donc une hérédité strictement maternelle, et non mendélienne, des genes
mitochondriaux.

La mitochondrie ne possede pas le méme systéme de réparation d’ADN que celui du noyau
cellulaire. De plus, contrairement & ’ADN nucléaire, les protéines de protection telles que
les histones sont absentes. La génération des radicaux oxydatifs pendant la phosphorylation
oxydative sont des facteurs dans I'augmentation des mutations.

D’ott un taux de mutation de ’ADN mitochondrial bien supérieur a celui de ’ADN nucléaire,
de 10 a 17 fois supérieur, conduisant & un haut niveau de polymorphismes caractérisé par des
mutations ponctuelles (65).
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FIGURE 2.5 — Schéma de transmission de ’ADN mitochondrial. Source : Swedish Society for
Genetic Genealogy.

L’absence de recombinaison génétique de cet ADNmt fait que les diverses mutations qui
se sont produites au cours de 1’évolution se sont accumulées et ont été transmises de mere en
fille en bloc, de génération en génération. C’est pourquoi, il est un marqueur de choix lors de
I’étude de filiation génétique entre individus selon la lignée maternelle (Figure 2.5).

Haplotypes et haplogroupes mitochondriaux

Chaque haplogroupe mitochondrial représente un ensemble de séquences qui dérivent
toutes d’une séquence commune ancestrale. Il est donc possible de représenter les divergences
majeures dans la phylogénie mitochondriale par des arbres phylogénétiques ou les nceuds sont
hiérarchisés en macrohaplogroupes , haplogroupes et sous haplogroupes (Figure 2.6)

Il existe une nomenclature des haplogroupes bien que leur phylogénie évolue constamment,
car des corrections sont apportées régulierement a chaque fois que de nouveaux échantillons
sont analysés. En regle générale, les principaux haplogroupes sont assignés par une lettre
majuscule (ex. haplogroupe J), les branches secondaires définies par une alternance de chiffres
et de lettres minuscules (ex. haplogroupe J1c). Si des clusters définis et des lignées isolées ont
un méme ancétre commun, ils sont regroupés dans un cluster désigné par le préfix “pre-” suivi
du nom des clusters déja définis.

Gréce a ces caractéristiques, ’ADNmt permet d’explorer I’histoire évolutive humaine ma-
ternelle. En effet, le taux de mutation élevé facilite la détection de la diversité; la faible taille
effective de la population conduit & une augmentation de la dérive génétique ce qui géneére
une structuration géographique, I’hérédité exclusivement maternelle permet I'acces a des pro-
cessus spécifiques des lignées maternelles; le grand nombre de copies d’ADNmt par cellule
aide dans l'analyse des échantillons contemporains dégradés et anciens (65).

Il a été constaté que les fréquences des haplogroupes varient suivant les populations hu-
maines et les régions géographiques. En effet, 'hérédité maternelle et le taux de mutation
élevé de ’ADNmt ont entrainé I’accumulation séquentielle de variants génétiques qui se sont
conservés dans les populations pendant des dizaines de milliers d’années et se sont développés
localement générant ainsi des haplogroupes régionaux (82; 83).
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FIGURE 2.6 — Arbre phylogénétique simplifié des haplogroupes mitochondriaux. Source : Phy-
loTree.org - mtDNA tree Build 17 (18/02/2016).

Par conséquent, la phylogénie de ’ADNmt humain et la répartition géographique de ces
populations associées ont permis de reconstituer les origines et les anciennes migrations des
lignées maternelles (Figure 2.7). Certainement, les haplogroupes communément observés dans
une région donnée sont aussi retrouvés ailleurs mais a des fréquences plus basses, en raison
des migrations actuelles et passées (84).
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FIGURE 2.7 — Migrations humaines et distribution des haplogroupes mitochondriaux dans le
monde, d’apres Wallace et al.(2015) (84).



2.2. Les différents types de marqueurs moléculaires 35

Ainsi, tous les individus originaires d’Afrique font partie du macrohaplogroupe L (L0, L1,
L2, L3, etc) et ont une seule origine qui daterait d’environ 130 kya a 170 kya. L’haplogroupe
africain L0 est la lignée d’ADNmt la plus ancienne trouvée chez les peuples Koi-San. Il sem-
blerait qu’entre 45 kya et 65 kya. les lignées M et N, émergeant de L3 dans le nord-est de
I’Afrique sont les seules & quitter I’ Afrique avec succes.

Les lignées qui en découlent donnent naissance aux macrohaplogroupe M et N, qui ont

colonisé le reste du monde. Dans les populations actuelles, le macrohaplogroupe N a donné
naissance a plusieurs lignées d’ADNmt euro-asiatiques et amérindiennes, tandis que le ma-
crohaplogroupe M & des haplogroupes asiatiques et amérindiens.
Les haplogroupes A, C et D seraient apparus au nord-est de la Sibérie et auraient migré via
le détroit de Béring vers 20 kya. pour fonder les premiers Amérindiens, puis de nouvelles
migrations eurasiennes ont porté vers les Amériques les haplogroupes B et X. L’haplogroupe
B colonise les iles du Pacifique (84).

Les populations européennes actuelles ont des fréquences élevées des haplogroupes H (le
plus fréquent en Europe avec un taux proche de 45% en Europe de 'ouest), HV, I, J, K, T,
U, V, W et X (85; 86; 87). Au Proche-Orient, au sud de I’Asie et en Océanie les haplogroupes
fréquents sont E, F, G, P, Q, R, Y et Z (Figure 2.8).
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FIGURE 2.8 — Distribution des haplogroupes mitochondriaux présents dans les populations
actuelles mondiales d’apres Kivisild et al.(2015) (88).
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2.2.4.2 Le chromosome Y

Structure et fonction

Le chromosome Y est présent uniquement chez les individus masculins. Il possede au
niveau des télomeres deux régions dites “pseudo autosomiques” qui sont homologues du chro-
mosome X : PAR 1 et PAR 2 (environ 5% du chromosome). C’est dans la région PAR1 que
se réalise le crossing-over entre les chromosomes X et Y (Figure 2.9).
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FIGURE 2.9 — Structure du chromosome Y humain, modifié d’apreés Ravel et al (2006) (89).

Une autre partie de ce chromosome Y, la plus grande (environ 95% du chromosome) est
appelée « région male spécifique ou MSR » (Male Specific Region) ou « région non recombi-
nante du chromosome Y ou NRY » (Non-Recombining Y'). Elle contient des génes ayant des
fonctions strictement masculines comme le géne SRY (Sex Region Y chromosome) qui déter-
mine le sexe et qui est engagée dans la formation des testicules, mais aussi d’autres impliqués
dans la spermatogenése.

Cette région nous permettra de réaliser nos analyses d’identification moléculaire pour les
lignées masculines. Le reste serait constitué de pseudogenes, de séquences répétées, et d’hé-
térochromatine qui ne contiendrait pas de genes.

Transmission et hérédité

Le chromosome Y est transmis uniquement de peére en fils (Figure 2.10). Cette particula-
rité va étre utilisée pour étudier 'origine géographique des populations humaines, au niveau
des lignées masculines (90).

En effet, 'utilité des marqueurs uniparentaux est qu’ils échappent a la recombinaison méio-
tique et donc seront transmis a la génération suivante sans modification. Les seules modifica-
tions proviennent de nouvelles mutations touchant les cellules germinales.
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FIGURE 2.10 — Schéma de transmission de la partie NRY du chromosome Y. Source : Swedish
Society for Genetic Genealogy.

Cependant, il existe diverses applications pour 1’étude des marqueurs du chromosome Y

telles que :

Les études d’infertilité masculine (91).

L’analyse médico-légale dans les cas par exemple d’agressions sexuelles (92), I'inclusion
ou 'exclusion de suspects masculins dans la participation au crime, 'identification de la
lignée paternelle des auteurs masculins, la mise en évidence de plusieurs contributeurs
masculins a une trace, la déduction de I’ascendance biogéographique paternelle de don-
neurs de traces inconnus ou de personnes disparues, dans les cas ou le profilage d’ADN
autosomique n’est pas informatif (93).

Les tests de paternité pour relier les enfants de sexe masculin a une lignée paternelle
(94; 95).

La recherche de personnes disparues ou victimes des catastrophes pour laquelle on dis-
pose uniquement des parents de la lignée paternelle comme référence.

Les études d’évolution et de migrations humaines en comparant des individus masculins
séparés par de longues périodes de temps (96).

Les recherches historiques ou généalogiques (97; 98). comme celui du roi Richard III
d’Angleterre (99) ; ou I'identification des restes de la famille des Romanov (100; 101)entre
autres.

Haplotypes et haplogroupes du chromosome Y

Les STR (& évolution rapide) et les SNP (& évolution lente) situés dans la région maéle

spécifique du chromosome Y sont a 'origine de différents haplotypes et d’haplogroupes, dont

les fréquences varient selon les origines ethniques et géographiques.

Il est possible d’obtenir des informations spécifiques sur les taux de mutation dans une po-

pulation donnée (65).
Les marqueurs génétiques SNP du chromosome Y sont utilisés pour réaliser la cartographie
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des haplogroupes et sont mis a jour presque chaque année par ISOGG (International Society
of Genetic Genealogy, https ://isogg.org/).

La Figure 2.11 représente un étude réalisée en 2016 sur 1244 séquences de chromosomes
Y de sujets appartenant & 26 populations humaines actuelles (102). Selon ces auteurs, il y
aurait donc eu une expansion en Eurasie entre 55 kya et 50 kya due a la colonisation de ce
continent.

Les haplogroupes principaux détectés comme en étant en expansion depuis les derniers 15 kya
seraient au nombre de 8 (Elb, H1, O2b, 03, Qla, Rla, R1b). Actuellement en En Europe,
les haplogroupes majoritaires identifiés sont R1, G, J, I, H. (Figure 2.11).
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FIGURE 2.11 — Phylogénie du chromosome Y et distribution des haplogroupes d’apres Poznik
et al. (2016) (102). Note : les longueurs des branches sont dessinées proportionnellement aux
temps estimés entre les divisions successives.
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2.2.5 Les techniques et leurs évolutions

Le développement des technologies d’analyses des polymorphismes génétiques chez 'homme
offre des opportunités inédites de recherche. L’analyse du génome ou de son expression a été
une pratique précoce permettant notamment des applications médicales tres utiles.
Actuellement le décryptage du génome d’un individu prends quelques heures, alors qu’il a
fallu des années pour séquencer le premier génome humain complet, publié en 2003 par le
projet génome humain (103; 104).

2.2.5.1 Historique

Les premiers polymorphismes protéiques

Le premier polymorphisme humain qui a été caractérisé fit le systéme du groupe san-

guin ABO par Karl Landsteiner en 1900 pour I’étude de la compatibilité lors de transfusions
sanguines. Cette technique d’immunologie basée sur la réaction antigéne-anticorps met en
évidence des molécules telles que les protéines, glycoprotéines ou groupes carbohydrates as-
sociés a des glycoprotéines ou glycolipides soit circulant librement dans le sang, soit liées a
des membranes des différents types cellulaires.
Les recherches successives tout le long du XX siecle ont permis la découverte des nouveaux
systemes. Avec le développement de la technique d’électrophorése dans les années 30 par Arne
Tiselius, qui facilite la séparation des molécules par sa charge électrique et son poids molécu-
laire en migrant différentiellement dans un champ électrique, plusieurs systémes de protéines
ont été découverts.

La découverte de I’acide désoxyribonucléique ou ADN

Au milieu du XX siecle, Avery et al 1944 démontrent que les acides nucléiques constituent
le matériel héréditaire universel. Puis Rosalind Franklin en 1953 avance des résultats sur la
structure hélicoidale de ’ADN; repris et publiés par la suite par Watson et Crick 1953. Cela a
permis de déceler une grande quantité de marqueurs dans la séquence méme des nucléotides
de ’ADN.

La premiere génération de ces marqueurs, les RFLP (Restriction Fragment Length Polymor-
phisms) ont permis de mettre en évidence la variabilité des séquences nucléotidiques dans les
populations en détectant des fragments d’ADN de tailles différentes par électrophorese.
Cette technique a été développée par Alec Jeffreys en 1985. Elle est basée sur I'action des
enzymes de restriction qui reconnaissent des séquences spécifiques de nucléotides (site de res-
triction) et coupent la molécule d’ADN.

Le gain et la perte des sites de restriction dans un locus donné sont la conséquence des mu-
tations. Ces marqueurs ont été utilisés pour l'identification humaine et dans des tests de
paternité.
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La technique de réaction en chaine de la polymérase ou PCR

Par la suite, la technique de PCR (Polymerase Chain Reaction, Figure 2.12) a été déve-
loppée par Kary Mullis en 1986.
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FIGURE 2.12 — Principe de la technique de PCR (Polymerase chain reaction).

Cette technique permet d’obtenir un grand nombre de copies d’une séquence spécifique
d’ADN a partir de n’importe quel type de tissus biologiques. La PCR a ouvert le chemin
de la comparaison diachronique de I'information moléculaire de haute qualité en permettant
Pamplification du matériel génétique des échantillons archéologiques et paléontologiques (105).
Ainsi, dans les années 90, une simplification et une diminution des cotits des études du génome
ont permis un saut qualitatif et quantitatif dans les analyses des marqueurs moléculaires.

2.2.5.2 Le séquencage de ’TADN

Depuis une trentaine d’années, les progres technologiques en biologie moléculaire dont
le séquencage de ’ADN constitue 'un des événements clés. Cette technique a pour but de
déterminer la succession des bases nucléiques A, C, G et T qui composent la structure de
I’ADN et donc d’étudier I'information biologique.

Etant donné l'unicité et la spécificité de la structure de PADN chez chaque individu,
la séquence de ’ADN permet de nombreuses applications dans le domaine de la médecine,
comme, par exemple, le diagnostic, les études génétiques, I’étude de paternité, la criminolo-
gie, la compréhension de mécanismes physiopathologiques, la synthese de médicaments, les
enquétes épidémiologiques.

Le principe de la méthode de Sanger développée par Frederick Sanger (décrite en 1977)
consiste a copier un ADN cible par I’enzyme ADN polymérase qui va fixer un oligonucléotide
spécifique (amorce ou primer), complémentaire du brin matrice. Puis cette ADN polymé-
rase incorporera de nucléotides (ANTP : désoxyribonucléotide) libres présents dans le milieu
réactionnel par la formation d’un pont phosphodiester entre le 3’OH de la chaine et le 5’
phosphate du dNTP suivant, mais aussi de didésoxyribonucléotide (ddNTP, initialement ce
traceur était radioactif).
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FIGURE 2.13 — Différence de structure entre les désoxynucléotides (ANTP) et les didésoxynu-
cléotides (ddNTP) et conséquences lors de la réaction de Sanger.

D
-5

méthodes de séquengage comme 'utilisation des plusieurs tubes capillaires de verre (plu-
sieurs échantillons en méme temps) de seulement quelques microns de diametre, sur plusieurs
dizaines de centimétres de longueur (30 a 50 cm), afin de séparer PADN durant 1’électro-
phorese ; ou le marquage fluorescent différant pour chaque nucléotides (fluorophores) afin de
migrer dans le méme tube capillaire.

Cela a permis de passer au séquengage automatique (injection du gel automatique, injec-
tion de I’échantillon automatique, et multiplexage). Ces résultats sont bien plus rapides et
permettent de lire jusqu’a un millier de séquences de bases (300 kb d’ADN par lecture en 3
heures). Bien que les techniques de séquengage évoluent, la méthode de Sanger reste célebre
(et est encore utilisée dans certaines applications biologiques) car elle a permis les premiers
séquengages de génomes complets tel que celui du génome humain (déchiffrer compléetement
en 2003) qui a duré plus de 10 ans et a cotlité pres de 3 milliards de dollars (103; 104).

2.2.5.3 Les nouvelles techniques de séquengage ou NGS

Au cours des dix dernieres années, d’autres technologies appelées « Next generation se-

quencing » ou NGS sont apparues dans un rythme d’innovation accéléré. Ces technologies
(appelées aussi plateformes de séquencage) capables de générer des millions voire des mil-
liards de réactions de séquengage de fagon massive et parallele (Figure 2.16).
Cette technicité a ouvert la voie a de nouvelles études auparavant difficiles a effectuer, en amé-
liorant le rendement, la rapidité et le cofit du séquengage et en augmentant, par conséquent, le
nombre et la diversité des génomes entierement séquencés. De plus, certains restes biologiques
sont actuellement reconnus pour une meilleure conservation de I’ADN ce qui réduit aussi les
coiits du séquengage comme les analyses de pilosités (106), de 'os pétreux (107; 108; 109) et
du cément dentaire (110; 72).
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Les applications de ces NGS sont nombreuses et variées; le séquencage du génome entier
(WGS) permet par exemple l'identification des troubles héréditaires, la caractérisation des
mutations qui entrainent la progression du cancer, etc.

Un exemple historique est celui du projet 1000 génomes, publié en 2010, visant & caractériser
de facon approfondie la variation de la séquence du génome humain comme base pour étudier
la relation entre le génotype et le phénotype.

Depuis, les études sur les génomes humains se sont multipliées, offrant un apercu de la va-
riabilité humaine au niveau populationnel et permettant la compréhension de mécanismes
biologiques.

Caractéristiques communes

Bien que différentes plateformes ont été développées avec des apports techniques qui les
différencient, ces NGS partagent des caractéristiques communes :

® La préparation de banques : les banques sont créées en utilisant une fragmentation
aléatoire de ’ADN suivie de la liaison avec des petites séquences spécifiques identifiables.

® Dans la préparation de I’échantillon : il faut fragmenter PADN & analyser (cas de TADN
moderne) soit mécaniquement, soit enzymatiquement. Puis il faut réaliser une librairie
(ensemble des fragments d’ADN que I'on veut séquencer) soit par amplification ou soit
par ligation. Selon les techniques de séquencage, les adaptateurs spécifiques permettent
I’hybridation de la librairie aux chips de séquengage et fournissent un site amorce uni-
versel pour 'amorce de séquencage.

Une fois la librairie construite, deux méthodes doivent étre prises en compte selon ce
que l'on cherche a séquencer :

(i) La premieére méthode dite de « shotgun » fragmente ’ADN (par sonification ou en-
zymes) puis toutes les molécules sont séquencées. Ceci permet le séquencage d’ensembles
ou de génomes entiers.

(ii) La deuxiéme méthode dite ciblée pointe des régions d’intérét uniquement (par
exemple des exomes, une liste de génes associés & une maladie, etc ). Les fragments
d’ADN fragmentés sont sélectionnés en s’hybridant a des séquences complémentaires,
on dit qu’ils sont ciblés par capture.

® Les plateformes de séquencage, ou les fragments de librairies sont amplifiés sur une sur-
face solide (billes ou surface de silice) avec des ADN « linkers » attachés par covalence
sur la surface et qui s’hybrident avec les adaptateurs des librairies. Cette amplification
crée des clusters d’ADN a l'origine d’un seul fragment de librairie. Chaque cluster va
agir comme une réaction de séquencgage individuel. La séquence de chaque cluster est
lue optiquement (signaux lumineux ou fluorescents), a partir des cycles répétés d’incor-
poration de nucléotides.

® Les données brutes sont fournies a la fin du « run » de séquengage et représentent un
ensemble de séquences d’ADN qui ont été générées a partir de chaque cluster. Elles seront
analysées de fagon détaillée afin d’obtenir des résultats significativement analysables.
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Les différentes techniques

La différence notable entre le séquencage Sanger et le NGS est le volume de séquences
générées. Alors que la méthode Sanger ne séquence qu'un seul fragment d’ADN a la fois, les
méthodes NGS séquencent des millions de fragments simultanément en paralléle. Ce processus
a haut débit se traduit par 'obtention de centaines a des milliers de genes a la fois, voire
le génome entier. Le séquengage de Sanger peut étre choisi lors de l'analyse d’une petite
région d’ADN sur un nombre limité d’échantillons alors que le NGS permet de cribler plus
d’échantillons et de détecter plusieurs variants dans des zones ciblées du génome.

Si nous nous penchons sur la différence entre ces technologies NGS, celle-ci repose prin-
cipalement dans les détails techniques de la réaction de séquengage (Figure 2.16. Un grand
nombre de ces technologies NGS controle la synthese base par base et analyse le résultat au
fur et & mesure (d’ou l'appellation « temps réel ») au lieu de bloquer la synthese au hasard
a la hauteur de n’importe quelle base comme dans la méthode de Sanger. Ce principe est
retrouvé dans plusieurs technologies NGS que nous décrivons brievement et qui est proposé
par diverses entreprises de biotechnologie :

®* Pyroséquencgage
Cette technique a été décrite pour la premiére fois en 1998 (111) et se base sur un
systéme enzymatique (Figure 2.16). Le principe consiste & hybrider une amorce & TADN
cible, puis a ajouter séquentiellement et dans 'ordre une base a partir de 'extrémité
3’ de 'amorce. L’incorporation de ce nucléotide marqué par un fluorophore spécifique
déclenche la libération de pyrophosphate qui est utilisé dans une série de réactions
chimiques entralnant un signal lumineux détecté par une caméra a condition que la
base complémentaire soit incorporée. Toutes les bases non incorporées sont dégradées
avant I’addition du nucléotide suivant.
Cette technique est plus rapide que celle de Sanger mais elle a une limitation dans le
nombre de bases séquencées et le coiit des réactifs est élevé (112).

® Séquencgage par synthese
Cette technique est basée sur I'incorporation étape par étape des dNTPs marqués par
fluorescence et un terminateur qui arréte la polymérisation de maniére réversible. La
réaction est suivie en temps réel par une caméra. Le signal fluorescent est lu a chaque
cluster et enregistré. (Figure 2.16). Apres identification de la premiére base, il y a un
clivage des fluorophores et les étapes d’incorporation, de détection et d’identification
sont répétées. La réaction de séquengage a lieu sur une plaque de verre appelée « flow
cell » et de manieére paralleéle avec des millions de brins d’ADN dispersés dessus (Figure
2.14).
Cette technologie permet de séquencer 10 millions de brins d’ADN par centimetre carré.
Le taux d’erreurs de lecture semble relativement élevé di a une élimination incompléete
du signal fluorescent qui conduit a des niveaux de bruit de fond plus élevés. Cependant,
il est compensé par la redondance de celles-ci.

® Séquencgage par ligation
Cette technique differe des autres car elle ne nécessite pas d’ADN polymérase pour in-
corporer les nucléotides. La réaction de séquencage repose sur un systeme complexe de
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cycles de ligation séquentielle d’oligonucléotides et de clivage. Ces oligonucléotides sont
constitués de 8 bases (sens 3’-5) : deux bases spécifiques de sonde et six bases dégéné-
rées; I'un des quatre colorants fluorescents est fixé a extrémité 5 'de la sonde. Apres
détermination d’une paire de bases, identifiable par un fluorophore, I’oligonucléotide
ligué est enlevé et ce processus est répété plusieurs fois (Figure 2.16).

Séquengage par semi-conducteurs

Cette technologie est basée sur le relargage des ions hydrogeénes libérés lors de I'incor-
poration d’un nucléotide par la polymérase, contrairement a ’optique ou aux nucléo-
tides modifiés utilisés dans d’autres technologies NGS (Figure 2.16). Le résultat est un
changement de pH local qui est détecté par un capteur associé & des micro-puits ou
semi-conducteurs (Figure 2.15) (113). Il indique la présence des bonnes bases qui ont
été intégrées dans I’ADN. Chaque séquence un brin d’ADN d’environ 200 bases. Le taux
d’erreur est aussi élevé et est dii & des bases nucléotidiques uniques, telles que AAAA
ou GGGGGG.

Genomic
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Sequencing Clusters R
Library B b 1
Préparation de la librairie Geénération des clusters Séquengage

FIGURE 2.14 — Séquencage par synthése. Source : https ://www.illumina.com/

FIGURE 2.15 — Séquencage par semi-conducteurs d’aprés Rothberg et al. (2011) (113).
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Analyses des données

Les NGS produisent une quantité énorme de données qui doivent étre récupérées et ex-
traites pour étre analysées. Ces derniéres années, la génération des données génomiques a
explosé et avec elle le besoin de développer des outils bioinformatiques pour interpréter et
gérer les données a grande échelle obtenues.

En régle générale, I'analyse de ces données consiste a récupérer en fin de séquencage les sé-
quences des fragments d’ADN, appelées « reads », qui vont étre sauvegardées dans un fichier
Fastq contenant les séquences et leurs scores de qualité (score Phred qui évalue la confiance
du séquengage). Ces courtes séquences d’environ 60 a 150 pb vont permettre d’obtenir la
séquence compléte d’une région d’intérét ou d’un génome entier.

Pour cela, il faut faire un alignement soit par : assemblage de novo (principalement employé
pour reconstruire des génomes inconnus) soit par alignement avec référence. Chaque read va
étre aligné sur un génome de référence, un fichier BAM associant a chaque read ses coordon-
nées génomiques sera produit et un nombre moyen de reads superposés et recouvrant la zone
étudiée sera obtenu et appelé aussi la profondeur.

2.2.5.4 Le séquencgage de 3éme génération

Actuellement, nous pouvons dissocier les technologies & haut débit appelées de 2éme gé-
nération et celles dites de 3eme génération.
Les premieres requierent une étape d’amplification des molécules ’ADN en amont du séquen-
cage, elles sont déja commercialisées par différentes compagnies en biotechnologie.
Les deuxiémes séquencent la molécule d’ADN sans étape de pré-amplification. Elles per-
mettent la lecture directe d’une seule molécule d’ADN et sont aussi appelées « single mole-
cule sequencing », cependant elles produisent beaucoup d’erreurs et sont encore en cours de
développement.
En ce qui concerne les technologies de séquengage de troisieme génération nous pouvons citer
3 technologies développées par les entreprises leaders du marché :

® Single Molecule Real Time ou SMRT par Pacific Biosciences.
® Tru-seq Synthetic Long-Read par Illumina.
® MinION par Oxford Nanopore Technologies.

Nous ne développerons pas le détail de ces technologies mais il faut savoir qu’elles per-
mettent d’acquérir de longues lectures d’une longueur moyenne de 3 000 & 15 000 paires de
bases (avec des lectures supérieures a 100 000 paires de bases). Ainsi, il est possible de che-
vaucher de longues répétitions et donc l'orientation des fragments chevauchants o contigs avec
moins d’ambiguité, ce qui est essentiel par exemple dans le cas de I'assemblage de novo de
génomes.

Cependant, ces technologies ont actuellement un taux d’erreur élevé car elles n’utilisent pas
une méthode cyclique. En effet, la molécule d’ADN est décryptée en temps réel par une mé-
thode de détection a haute fréquence : les portions de séquences sont ainsi plus longues mais
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le signal lors de I'appel de base est intégré dans un laps de temps de 'ordre de la microseconde
ou de la nanoseconde au lieu de quelques secondes ou minutes, et un seul brin d’ADN est
séquencé a chaque fois, au lieu d’utiliser I’accumulation en phase solide ou liquide de plusieurs
fragments d’ADN clonés afin d’amplifier le signal. Le résultat est un signal plus faible et plus
fréquent : le bruit de fond est plus élevé et les lectures sont plus longues.

2.2.6 Caractéristiques des molécules anciennes

Les études du matériel génétique dans les organismes anciens et d’espéces disparues ont
connu un essor considérable grace aux révolutions techniques et méthodologiques en biologie
moléculaire, qui ont permis de passer outre certaines contraintes et difficultés de ce type
d’analyses.

Néanmoins, lors de la recherche de PADN ancien (ADNa), il faut toujours prendre en compte
les particularités de cette molécule. L’état de conservation des restes biologiques anciens
n’est jamais idéal. Les supports biologiques étudiés seront de grande importance puisque ces
molécules ne se conservent pas de la méme facon dans les différentes parties de 'organisme.
Par exemple, les tissus mous vont étre tres rapidement décomposés alors que dans les tissus
durs tels les os ou les dents, ’ADNa peut mieux se conserver. En effet, cet ADNa est soumis a
des processus de dégradations post-mortem de nature variée. La durée de conservation de la
molécule ADN est restreinte. Ces molécules vont étre fortement fragmentées et chimiquement
altérées, présentant, par conséquent, des séquences modifiées avec des tailles dépassant tres
rarement les 100 a 200 pb.

C’est pourquoi, les premieres études d’ADNa se sont penchées souvent sur ’ADNmt qui
possede plusieurs copies dans une cellule par rapport & ’ADN nucléaire (1 seule copie par
cellule), puisque la probabilité d’obtenir une molécule d” ADNmt plus ou moins intacte dans
un échantillon dégradé est plus importante.

L’étude de 'ADNa est aussi un enjeu technique et méthodologique en plus de son intérét
intrinseque pour de nombreuses disciplines de recherche, comme la reconstruction des origines
de 'humanité et de ses ancétres, l'identification des pathologies infectieuses anciennes, le
recrutement funéraire en archéologie (lignées paternelles, maternelles, liens de parenté), la
médecine légale dans I'identification individuelle humaine. Divers problémes de modifications
biochimiques se posent pour la molécule ADNa, que je vais vous présenter ici plus en détail
afin d’argumenter les modes d’expérimentations et les techniques utilisées pour son étude.

2.2.6.1 La contamination

Une des plus grandes difficultés des analyses de ’ADNa est sans aucun doute la contami-
nation des échantillons anciens par de ’ADN dit moderne ou exogene. En effet, la présence,
méme en petite quantité d’ADN exogéne (non ou partiellement dégradé comme ’ADN an-
cien), entrerait en compétition avec ’ADN dit endogeéne pour lequel seules quelques molécules
sont disponibles. La contamination peut provenir de plusieurs sources que ’on peut subdiviser
en trois groupes :
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La contamination inhérente, qui correspond a la contamination intrinseque du sol comme
les molécules provenant des bactéries, des animaux, des individus ensevelis dans le méme
temps, qui sont ou ont été en contact avec les surfaces, et qui peuvent aussi présenter
une dégradation.

La contamination pendant la fouille archéologique de la part des fouilleurs lors de I'ex-
humation du ou des corps. Ceci peut étre réduit par des mesures de précaution lors
de la fouille (port d’'un masque, de gants, d’'une tenue adéquate, d’une charlotte, etc),
notamment lors des recherches sur des restes humains.

La contamination au laboratoire par le personnel qui y travaille, ou a partir des réactifs
utilisés, des matériels de laboratoire, ou d’une contamination croisée entre échantillons,
etc. Cependant, certaines précautions systématiques, au laboratoire, permettent d’éviter
ou au contraire de détecter tres rapidement cette contamination tant redoutée lors des
études d’ADNa.

Pour cela, différents criteres ont été mis en place au fur et & mesure que les contraintes
associées a I’étude de ’ADN ancien se sont imposées, nous les décrirons au paragraphe suivant.

2.2.6.2 Critéres d’authenticité

Depuis les débuts des études de ’ADNa, pour pallier aux difficultés de son analyse, des
premiers critéres d’authentification ont été proposés sur la base de trois points (114) :

L’utilisation de contrdles négatifs pendant les étapes d’extraction et d’amplification qui
permettent de détecter d’éventuelles contaminations.

La duplication des extractions et des amplifications et I’obtention de résultats identiques
sur les réplicats d’'un méme échantillon.

La corrélation négative entre l'efficacité de la PCR et la taille des fragments amplifiés
puisque la molécule d’ADNa est trés fragmentée. Dix ans apres, la nécessité de criteres
d’authenticité plus stricts ont conduit a la publication de Cooper et Poinar (115). Ac-
tuellement ces critéres peuvent varier selon les nouvelles découvertes sur ’ADN ancien
et selon les équipes de recherche (cahier des charges des bonnes pratiques de laboratoire,
infrastructure, etc.) (116; 117).

En regle générale, les criteres suivants sont acceptés comme les lignes directrices lors des

études menées sur des échantillons biologiques anciens :

Les étapes de “pré-amplification” ou pré-PCR doivent étre effectuées dans un laboratoire
dédié aux études de ’ADN ancien & distance de tout ADN moderne ou amplifié. Le
laboratoire doit étre sous pression positive, toutes les surfaces et le matériel doivent
étre décontaminés systématiquement a l'eau de javel, éthanol et aux rayons UV. Le
personnel du laboratoire doit disposer de vétements de protection uniques (combinaison
jetable) pour cette zone, un masque, une charlotte, et au moins deux paires des gants
qui seront changés constamment durant les différentes étapes de travail, afin d’éviter
toute contamination avec de ’ADN exogéne.
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® Des contrdles négatifs doivent étre effectués systématiquement lors des différentes étapes
d’analyse (extraction, amplification, librairies,etc.) afin de surveiller et maitriser les
possibles contaminations des réactifs voire du laboratoire. De plus, toutes les personnes
impliquées dans I’étude (fouilleurs, personnel du laboratoire, etc.) doivent étre typées.

® Des réplications multiples doivent étre effectuées afin de détecter des artefacts de sé-
quence dus a la contamination ; ou des erreurs de lecture des séquences dues a la dégra-
dation de la molécule d’ADN ou a des sauts de PCR (jumping-PCR). Pour un méme
sujet, deés qu’il est réalisable, plusieurs prélevements doivent étre obtenus et suivront
plusieurs extractions et amplifications indépendantes échelonnées dans le temps. Ceci
permettra d’obtenir des résultats reproductibles.

® Le nombre des molécules d’ADN extrait doit étre quantifié afin de mesurer la fiabilité
des résultats. Cependant, lors des analyses d’ADN ancien nous obtenons souvent un
faible nombre de copies d’ADN.

® L’efficacité de I'amplification doit étre inversement proportionnelle a la taille des am-
plicons. Dans les cas des STR par exemple, la taille de ces amplicons est inférieure a
500 pb, les STR de petite taille seront plus amplifiés que ceux avoisinant les 500 pb.
Nonobstant les amplifications de grands fragments sont possibles grace a des conditions
de préservation particuliéres mais aussi aux multiples réplications de I’échantillon pour
améliorer les résultats.

® Les séquences produites doivent avoir un sens phylogénétique par rapport a 1’étude
effectuée.

® [’analyse des restes de faune et ou du sol, associés aux sites de fouille doivent étre
réalisés dans la mesure du possible.

® Les résultats obtenus doivent étre reproductibles dans un autre laboratoire indépendant.

Bien évidemment, cette liste est non exhaustive. Des études récentes appliquent des stra-
tégies méthodologiques et bioinformatiques en se basant sur les dommages caractéristiques
des molécules d’ADNa comme la désamination de la cytosine a la fin du fragment (71). Ainsi,
il est possible de distinguer si la molécule analysée est de ’ADN endogeéne ou non ; ou d’effec-
tuer une étape de réparation de la molécule d’ADNa afin de minimiser les erreurs de lecture
tout en confirmant ’authenticité des séquences analysées. Dans le paragraphe suivant nous
discuterons sur les processus qui entrainent cette dégradation des molécules d’ADN ancien et
ses propriétés.

2.2.6.3 Dégradation et fragmentation de la molécule d’ADN ancien

Apres la mort d’un organisme, différents phénomenes physico-chimiques provoquent une
dégradation et une fragmentation de la molécule d’ADN conduisant & la perte inévitable de
I’ADN méme si dans certains cas ces processus peuvent étre ralentis, comme le cas de momies
mongoles (118), ou la dissécation rapide de tissus mous (114). La dégradation et les modifi-
cations que subit la molécule d’ADN ancien (Figure 2.17) (119) peuvent induire des erreurs
d’amplification qui se traduiront par des erreurs lors de lecture de la séquence étudiée.
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De plus, le matériel génétique obtenu sur des échantillons anciens est souvent d’origine micro-
bienne ou fongique (120). La fragmentation est due a des réactions enzymatiques post-mortem
mais aussi a des réactions chimiques telles que ’hydrolyse et I'oxydation de la molécule d’ADN
ou des radiations ionisantes. Les fragments ADN restants sont a basse concentration et ne
dépassent pas, en moyenne, les 100 pb (121). Ces phénomenes sont donc a prendre en compte
lors de I'authenticité des résultats.

—+ Hydrolyse

==+ QOxydation

_= Akylation

FI1GURE 2.17 — Types de lésions suivies par la molécule d’ADN post-mortem d’apres Lindahl
(1993) (119).

Processus enzymatiques

Apres la mort d’un organisme, la rupture des membranes cellulaires libére des enzymes
dont les nucléases (endonucléases), capables de couper des acides nucléiques au niveau des
liaisons phosphodiesters. Ces nucléases peuvent avoir aussi une origine exogéne, c’est-a-dire
étre produites par des micro-organismes saprophytes responsables de la putréfaction de I'or-
ganisme. Par la suite, des exonucléases vont détacher les nucléotides situés aux extrémités des
chaines d’ADN. Selon le milieu (humide ou sec) la dégradation de ’ADN sera plus ou moins
importante.
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Processus physico-chimiques

Des processus physico-chimiques vont aussi amplifier ce phénoméne de fragmentation et
de dégradation de la molécule d’ADN. Des réactions d’hydrolyse vont casser les liaisons phos-
phodiesters entre deux nucléotides par les carbones 3’ et 5’ du sucre. La réaction d’hydrolyse
s’attaque aussi aux liaisons N-glycosidiques entre les bases azotées et le squelette désoxyribose
phosphate, ce qui conduit a la perte de bases azotées favorisant la rupture du brin (depuri-
nation ou depyrimidation).

Ces processus transforment par exemple ’adénine en hypoxanthine (un analogue de la gua-
nine), mais la plus fréquente est celle de la cytosine en uracile (un analogue de la thymine).
Ces désaminations, aménent des erreurs lors de la lecture de la séquence, ainsi I’adénine est
incorporée en complément de 'uracile, transformant la cytosine initiale en thymine.

Des processus d’oxydation peuvent aussi modifier la molécule d’ADN en entrainant des modi-
fications de la nature des bases azotées agissant directement sur le désoxyribose ou sur le lien
base/désoxyribose. Ceci conduit a Iapparition de 8-hydroxyguanine (purines) et des hydan-
toines (pyrimidines) formées lors du métabolisme cellulaire et/ou par 'action des radiations
ionisantes, mais aussi par l'activité bactérienne (bactéries aérobies). Ces nouveaux produits
formés, notamment les hydantoines, vont bloquer la polymérase et donc "amplification des
séquences étudiées.

Tous ces processus réunis vont produire des modifications sur la séquence étudiée et donc
des erreurs de lecture des séquences qui sont difficiles a distinguer des séquences endogenes
(122). En raccourcissant les fragments, ces réactions physico-chimiques effacent aussi une
partie de I'information génétique.

Liaisons croisées et inhibiteurs

D’autres types de réactions chimiques conduisent a la formation des liaisons croisées, qui

seraient aussi facteur limitant dans les études d’ADN ancien (105; 123) car elles produisent
des modifications de structure de la double hélice d’ADN en formant des liaisons inter ou intra
moléculaires (& I'intérieur de la molécule elle-méme, avec d’autres molécules, ou protéines).
Ce phénomene ne permet pas la récupération de la molécule d’ADN pour son amplification et
donc pour son étude. Un exemple, sont les agents alkylants (exemple chlorométhane fabriqué
par les champignons et les plantes) qui forment des liaisons covalentes avec les nucléotides en
empéchant le déroulement de la double hélice, comme ’alkylation en N7 de la guanine qui
conduit a son excision, et donc a la rupture de la double hélice d’ADN (Figure 2.17).
Par ailleurs, des molécules d’ADNa peuvent étre co-extraites avec des inhibiteurs (de nature
variée) qui vont bloquer la polymérase, enzyme qui se charge de 'amplification. Certains
seraient dérivés de la dégradation des tissus de I'organisme fossile : produits de Maillard (liai-
sons inter-moléculaires entre les sucres, les groupements amines et des protéines), collagéne
de type I; d’autres seraient des composants méme du sol : acides humiques, fulviques, tan-
nins (105; 124). Ces inhibiteurs peuvent interagir avec PADN et entrainer des résultats faux
négatifs.

D’autres phénomeénes cette fois plutdt associés aux techniques peuvent induire des erreurs
lors de I’'amplification comme le cas de la “jumping PCR” qui forme de molécules chimeres a



52 Chapitre 2. Le Néolithique : Données Phylogénétiques et Paléogénomiques

partir de la recombinaison aléatoire de plusieurs fragments. De plus, avec 'augmentation des
cycles d’amplification, le nombre de molécules chimeéres augmentent et donc les interprétations
du fragment étudié peuvent étre biaisées. Pour cela, il existe des méthodes de calcul bioinfor-
matique qui permettent de reconnaitre ces chimeres, par exemple en alignant ces séquences
sur une de référence ; la molécule chimere soit ne s’aligne en aucun cas, soit elle s’aligne sur
différentes parties du génome et ce dans plusieurs especes.

guarning = N
| |
on /L D=F|’— o O—P—0D -
r / |
_[L 5 NH, B c=0 ke s
o [ 0 ‘ Hydrolysis
i L
= i __on -
g Depurination O=—F—0O B Elimination o
o —‘ (L_ —‘
o
jrou Amine |
0
+ Hy0 .
N/&
H 0
Cytosine =

FIGURE 2.18 — Fragmentation et désamination de I’ADN post-mortem modifié d’apres Dabney
et al. (2013) (125). En haut : Dépurination, dans laquelle la liaison N-glycosyle entre un sucre
et unepurine est clivée, donnant un site abasique. Le brin d’ADN est ensuite fragmenté par
élimination (3, laissant les extrémités 3’-aldéhydique et 5’-phosphate. En bas : Désamination
de la cytosine en uracile, le principal mécanisme conduisant a des lésions et un donc un
mauvais codage dans ’ADN ancien. Les ADN polymérases incorporeront un A en face de 1'U,
et a son tour un T en face du A, provoquant des substitutions apparentes de G a A et de C
aT.

De plus, cette dégradation de ’ADN qui laisse place a des sites abasiques, des réticulations
et des désaminations notamment des cytosines dans ’ADNa (122; 119; 125), (Figure 2.18),
provoque des artefacts de PCR montrant des substitutions de C en T et des G en A aux
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extrémités des fragments ADN. Pour cela un cadre solide permet la validation des séquences
anciennes en utilisant le modeéle distinct de substitutions causées par la désamination des
cytosines(122; 125).

Le produit de désamination de la cytosine est 'uracile (Figure 2.18), qui est lu comme
thymine par la plupart des ADN polymérases. Les substitutions C & T résultantes (ou les
substitutions G a A dans le brin complémentaire) sont particulierement fréquentes aux extré-
mités 5 et 3’ des séquences en raison du taux plus élevé de désamination de la cytosine dans
les ADN simple brin (Figure 2.17 (119)). Ces substitutions sont considérées comme la preuve
de la présence de séquences humaines anciennes authentiques. Il faut noter que la fréquence
des substitutions induites par la désamination est en corrélation avec ’age de ’échantillon
(126) et est faible dans la contamination humaine actuelle (62).

Facteurs environnementaux

Autant les processus enzymatiques et physico-chimiques vont agir dans un premier temps

sur la molécule d’ADN, les facteurs environnementaux vont avoir une influence sur la conser-
vation ou la dégradation de la molécule sur de longues périodes de temps.
L’environnement aura un réle important a jouer. Selon le milieu dans lequel on se trouve,
les facteurs environnementaux seront plus ou moins favorables & la préservation des restes
anciens. L’age du site n’est pas un des criteres les plus importants car des fossiles trés anciens
sont mieux conservés que d’autres plus récents. Les dégradations de la molécule d’ADN ont
une corrélation avec les différents facteurs de I’environnement.

®* L’humidité

L’humidité correspond a la présence d’eau ou de vapeur d’eau dans l’air ou dans une
matiere. Celle-ci favorise les processus d’hydrolyse ainsi que l'activité des organismes
microscopiques. La sécheresse permet la conservation de ’ADN a long terme car elle
inhibe Pactivité des microorganismes responsables de la putréfaction (127), en effet les
milieux secs permettent la dissection de tissus par la diminution des lésions hydroly-
tiques. Cependant dans les milieux trop arides, les restes osseux vont s’assécher et se
casser trés rapidement. Le permafrost qui couvre environ 20% de notre planéte est un sol
dont la température se maintient au-dessous de zéro degré. Il est aussi considéré comme
un milieu sec et permet une bonne conservation de la molécule d’ADN (118; 128; 129),
jusqu’a plusieurs millions d’années contrairement aux milieux tempérés ou l'on parle de
centaines de milliers d’années. (65).

®* La température

La température est un autre facteur clé dans la conservation de PADN. En effet, elle va
déterminer la vitesse des réactions chimiques et enzymatiques qui agissent sur la molé-
cule d’ADN. Une température basse et ou une faible amplitude thermique journaliere/
annuelle est cruciale pour sa conservation.

Par exemple, le froid extréme va préserver les tissus mous tres fragiles et donc ’ADN.
Comme le cas d’Otzi, une momie naturelle découverte en 1991 & 3200 métres d’altitude
datant de la fin du Néolithique (3500 & 3100 avant J.-C.). La premiére investigation gé-
nétique sur cette momie a été réalisée en 1994 (130). Depuis elle a fourni des nombreux
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résultats dans divers domaines de recherche grace a la bonne conservation des tissus
(130; 131; 132; 133; 134). Ainsi il a été possible d’obtenir la séquence compléte de son
génome mitochondrial (59).

Nous pouvons citer aussi le cas de la nécropole d’Egyin Gol (nord de la Mongolie) da-
tée culturellement de la période du 3eme siecle avant J.C.au 2éme siecle apres J.C. Le
typage génétique a pu étre réalisé sur une cinquantaine d’individus et a permis 1’étude
des relations de parenté entre ces individus (118).

Le pH

Les milieux acides accélerent la dégradation des restes biologiques, favorisant la disso-
lution des matrices minérales (< pH6) voire la destruction complete de 1’échantillon.
Les milieux ayant un pH neutre ou légérement alcalin donnent les conditions les plus
favorables a la conservation des molécule d’ADN (135).

Les radiations ultraviolet

L’exposition aux rayonnements ultraviolets (UV) naturels pendant une période longue
provoque des modifications chimiques de la molécule d’ADN, des liaisons croisées, ainsi
que la rupture de ses brins.

Ainsi, les conditions dans lesquelles les restes biologiques anciens sont préservés des
rayons UV, déposés dans un milieu sec et anaérobie a température basse, des amplitudes
thermiques minimes et un pH neutre ou légerement alcalin permettent une meilleure
conservation. Cependant, peu sont les cas ou 'on trouve ces conditions de préservation
exceptionnelles et la dégradation a toujours lieu (125). En effet, le rendement de ’ADN
endogene est tres bas. De plus, la plupart des fouilles sur des échantillons anciens ont
été réalisées depuis plusieurs dizaines d’années, sans précautions pour éviter la conta-
mination et ont été conservés dans des musées sans protection a température ambiante.
Néanmoins, les avancées technologiques et méthodologiques nous permettent actuelle-
ment de pouvoir accéder a leur information génétique et de vérifier leur authenticité afin
de proposer des résultats fiables et de tester les modeles et les hypotheses utilisées pour
reconstruire des scénarios réalistes dans les différents domaines ou l’on utilise ’ADNa
comme « outil ou substrat ».



2.3. Etat d’étude de PADN ancien 55

2.3 Etat d’étude de PADN ancien

2.3.1 Historique

2.3.1.1 Les débuts des études d’ADN ancien : Le clonage bactérien

Les études sur les molécules d’ADN de spécimens anciens ont débuté il y a 35 ans par
la technique du clonage moléculaire (insertion d’un fragment d’ADN dans un vecteur par
ligation, qui va étre ensuite introduit dans une bactérie pour réplication, puis sélectionné afin
d’obtenir un grand nombre de clones d’intérét).

L’enthousiasme fut important dans la communauté scientifique car cette technique permet-
tait d’augmenter le nombre de molécules rares & partir d’especes disparues ou de populations
anciennes. La premiére étude sur PADN ancien a été réalisée & partir d’un tissu musculaire
desséché d’un animal taxidermisé (136) : le Quagga , un équidé, sous-espece du zébre, d’ori-
gine sud-africaine disparu en 1883. Un an plus tard, Svante Paabo (137) publie une étude
démontrant 'obtention de molécules d’ADN clonées d’une momie égyptienne vieille de 2 400
ans.

En 1989 une seconde étude du méme auteur (114) utilise des tissus desséchés de douze spéci-
mens de quatre especes animales différentes (porc, humain, loup marsupial et mylodon) dont
I’age varie de 4 000 a 13 000 ans. Pour cette étude, I'auteur a appliqué la technique de clonage
et la toute récente technique d’amplification de ’ADN par PCR (138) publiée en 1986.

En outre, ’ADNa obtenu était limité a de faibles concentrations, et tres fragmenté rendant le
clonage moléculaire difficile puisque cette technique nécessite du matériel génétique de bonne
qualité en grande quantité. De plus, les modifications chimiques post-mortem de la molé-
cule I’ADN avaient comme conséquences soit ’absence de réplication dans les bactéries soit
lapparition d’erreurs de réplication lors du processus de réparation de ’ADN (139).

2.3.1.2 Le séquencage : les premiéres études paléogénétiques

Au début des années 90, 'apparition de la technique d’amplification de ’ADN par PCR
(138) et son optimisation (140; 141), a permis son application systématique lors des études
paléogénétiques (122; 56; 57). Du fait de son énorme pouvoir d’amplification (peu de molé-
cules d’ADN nécessaires au départ) cette technique montrera aussi une sensibilité accrue a
la contamination. En effet, son efficacité s’exerce indistinctement sur les molécules d’ADN
endogeéne comme sur les molécules exogenes contaminantes, qui sont plus nombreuses et de
meilleure qualité et dont 'amplification est plus probable.

Par conséquent, des résultats positifs peuvent étre obtenus sans vraiment étre authentiques.
Ainsi, des nombreuses publications insolites, plus spectaculaires les unes que les autres sont
parus, pour lesquelles les auteurs prétendaient avoir extrait de ’ADN d’insectes de I’ére secon-
daire piégés dans I'ambre (142), des plantes datant de plusieurs millions d’années (143), voire
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des os de dinosaure datant de 80 millions d’années (144). Des vérifications ultérieures ont com-
promis ces résultats, puisque les séquences obtenues provenaient de contaminations humaines
ou microbiennes et, dans certains cas, il n’était pas possible de les répliquer (145; 146; 147).
De nombreuses autres publications sont restées en suspens, ot un manque de méthodes appro-
priées ou de réplication les rendent dépourvues de sens, par exemple des séquences humaines
de « Mungo man » en Australie ou de Cheddar Gorge au Royaume-Uni (148; 149) et la récu-
pération des bactéries d’une abeille éteinte piégée dans de 'ambre vieux de 25 a 30 millions
d’années (150) ou d’une inclusion dans un cristal de sel vieux de 250 millions d’années (151)
entre autres (152).

En dépit de ce discrédit sur 'authenticité des études d’ADN ancien, la technique de PCR
a permis de diversifier les études d’ADN de spécimens anciens tels que le tigre & dents de
sabre (Smilodon) (153), les ours de cavernes (154), ainsi que des études sur les différents types
de tissus biologiques tels que les os et les dents (155; 156; 157; 158), des coprolites (159), etc.
Ces études ont démontré qu’il était possible d’obtenir des séquences anciennes lorsque 'on
suit des critéres et protocoles stricts pour éviter toute contamination (utilisations des aires
réservées a ’ADN ancien, reproductibilité des résultats dans des laboratoires indépendants,
résultats cohérents lors de la comparaison avec des données modernes, etc.).

Par la suite, une meilleure compréhension des mécanismes qui interviennent dans la dé-
gradation post-mortem de la molécule d’ADN en fonction des conditions du milieu, la conta-
mination des échantillons et la diagenése biochimique ont amélioré les normes et les criteres
devenus de plus en plus méticuleux. Ces derniers 30 ans, nous sommes passé de 1’étude de
fragments uniques (environ 100 - 200 pb) a des geénes, voire & des génomes complets, en
mettant notamment & profit la méthode de PCR multiplex qui a permis de séquencer le gé-
nome mitochondrial complet d’'un mammouth (160), bien que les molécules anciennes sont en
constante compétition avec les modernes.

Une des contributions majeures aux études de paléogénétique est vraisemblablement celle
de I'étude de 'homme de Néandertal et de son contemporain Homo sapiens. En effet, la
question du croisement entre Néandertal et Homo sapiens est une question traitée depuis
longtemps en paléoanthropologie. La question qui intéresse aussi les généticiens est si I'on
peut retrouver des traces génétiques du génome de Néandertal dans les génomes sapiens
modernes. Les premiéres études sur ’ADNmt de Néandertal ont conclu que Néandertal n’a
pas contribué a la diversité génétique mitochondriale des populations humaines actuelles
(161; 162; 163; 164). Finalement, a partir de 2010 (60) avec les nouvelles techniques NGS,
des résultats cohérents ont démontré des croisements entre Neandertal, Homo sapiens et son
apport génétique chez les populations actuelles d’environ 2% (165).

2.3.1.3 La deuxiéme génération, le séquencage haut débit

Au milieu des années 2000, des approches génomiques firent leur apparition : les New Ge-
neration Sequencing ou NGS (166). Ainsi les changements dans la technologie de séquencage
et les approches bioinformatiques de I'analyse des séquences d’ADN anciennes démontrent
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la faisabilité de retracer en profondeur la lignée humaine. Comme ’exemple de I’analyse des
génomes mitochondrial et nucléaire des hominidés du Pléistocene moyen datant d’environ
400 kya (Sima de los huesos, Espagne) qui partageraient un ancétre commun avec la lignée
mitochondriale de ’homme de Denisova (167). Par contre, au niveau des analyses nucléaires,
ces hominidés seraient plus proches des Néandertaliens . Ce qui indiquerait que la divergence
de population entre les Néandertaliens et les Denisoviens est antérieure a 430 kya (168).

Des quantités croissantes de données sur les séquences deviennent disponibles non seule-

ment aupres des populations humaines actuelles, mais aussi des restes humains anciens, aidant
a découvrir les histoires évolutives entre les populations actuelles ainsi que leur relation avec
les groupes archaiques disparus (169).
Ces NGS n’ont pas besoin, ou de peu, d’étape d’amplification ciblée avant le séquengage
comme c’est le cas pour la technique de Sanger. En effet, sur ’ADN extrait, une librairie est
réalisée en ajoutant des séquences adaptatrices artificielles aux deux extrémités de chaque
fragment d’ADN (169) et seulement quelques cycles de PCR sont appliquées (6 & 10 (170)).
Cela a l'avantage de d’accéder a des millions de molécules ADN, méme sur des fragments
d’ADN plus court, générant des séquences entieres du génome eucaryote en quelques jours
tout en réduisant les cotits de séquencage (171; 169).

Aussi, la récupération des génomes anciens entiers et leur analyse structurelle, organi-

sationnelle et fonctionnelle ont permis d’observer ’évolution des especes (172). Ainsi, les
premieres études obtenant des séquences génomiques fiables portaient déja sur des especes
du Pléistocene (époque géologique qui précede I’'Holoceéne) éteintes (Néandertal, mammouth,
ours de cavernes,(173; 160; 174). L’ADN nucléaire a pu étre obtenu et analysé dans les années
2010, avec des études de la premiere ébauche génome nucléaire entier de Néandertal (60)
et le génome nucléaire du premier homme moderne (ayant une couverture élevée 20X) : un
paléoesquimau datant de 4 000 ans (175).
Ces dernieres années, une explosion dans la publication de génomes complets d’anciens de
lignées humaines et d’hominidés archéiques sont disponibles (environ 1 100, (176). Ces études
ont montré que les humains modernes et les hominidés archaiques tels les Néandertaliens et
les Denisovans ont été en contact depuis le Pléistocéne moyen en laissant des signatures gé-
nétiques dans les populations humaines actuelles (177; 176). Par exemple, ’ADNmt a révélé
que ces trois especes étaient génétiquement distinctes (62).

Les données sur le chromosome Y suggerent une séparation entre la branche de 'homme
de Denisova et la branche des Néandertaliens et des hommes modernes il y a environ 700 kya.
Cette derniere aurait divergé autour de 370 kya (178). Contrairement aux lignées maternelles
et paternelles, ’ADN nucléaire a montré que les Néandertaliens et les Denisoviens partagent
un ancétre commun et que ces derniers ont été en contact avec des Homo sapiens en Asie
laissant des traces chez les populations actuelles en Asie du Sud-Est, Océanie, mais aussi au
Tibet (179; 63; 180; 181; 167; 177; 182).

Par ailleurs, les données sur des génomes entiers anciens d’especes d’animaux et de vé-
gétaux ont apporté des nouvelles informations sur les modes de vie des périodes anciennes
(176). C’est le cas des études sur le Néolithique et sa diffusion. Non seulement les restes osseux
humains sont analysés mais aussi ceux d’origine animale ou végétale donnant des informations
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sur les espeéces impliquées dans la domestication, leurs origines, leurs natures et redistribu-
tions, les corridors spatiaux ou chronologiques, les pratiques régionales d’intégration, etc.

2.3.2 Apports des études paléogénétiques et génomiques en Europe

L’étude de ’ADN ancien a permis des apports majeurs sur ’histoire évolutive des popula-
tions humaines. En effet, nous savons actuellement qu’en Europe, les humains modernes sont
arrivés au Paléolithique supérieur vers 45 kya et qu’ils se sont mélangés pendant quelques
milliers d’années avec leurs contemporains, les Néandertaliens et le Denisoviens (183).

Vers 37 kya les premiers européens, s’apparentant aux européens actuels, font leur appari-
tion (165; 184). La diversité génétique des populations européennes apres le dernier maximum
glaciaire (LGM, il y a environ 20 kya) aurait été faconnée par diverses ascendances, et se serait
divisée en trois groupes ou clusters (165; 185; 186; 4; 187) :

® Un groupe pré-LGM datant entre 31 -26 kya associé a I'industrie gravettienne (cluster
de Véstonice).

® Un deuxiéme associé a I'industrie magdalénienne (cluster E1 Mirén) apparu en Europe
entre 19 -15 kya.

® Un troisieme, les chasseurs-cueilleurs de l'ouest (cluster Villabruna), apparu vers 15
kya dans toute 'Europe continentale et qui aurait remplacé la plupart des populations
appartenant aux deux clusters antérieurs, occupant ainsi la majeure partie de I’Europe
de 'ouest.

Un mélange entre le groupe humain d’ascendance magdalénienne et le groupe de Villa-
bruna a été décrit, au sein de groupes de chasseurs-cueilleurs espagnols (188; 189), frangais
et allemands.

Ceci indiquerait une expansion de ces populations a la fin du paléolithique en dehors de la
péninsule ibérique (15). Cette ascendance mixte serait caractéristique des chasseurs-cueilleurs
d’Europe occidentale (190).

Par ailleurs, dans la partie orientale du continent un certain mélange de groupes de chasseurs-
cueilleurs de T'ouest avec ceux de chasseurs-cueilleurs sibériens du paléolithique supérieur a
été détecté (165).

Puis, des migrations vers 8 a 9 kya venant du Proche Orient se sont installées dans la
majeure partie de 'Europe continentale via le sud-est de 'Europe (47; 191) apportant avec
eux un nouveau mode de vie basé sur une économie de production, le Néolithique.

Apreés 5 kya, une migration des populations de steppes pontiques associé a la culture
Yamnaya vers ’Europe continentale et vice versa a été décrite (3; 46; 185). Cette composante
“steppe” aurait sa source dans le Mésolithique de la région du Caucase / Croissant fertile
(186). Ces populations des steppes vont avoir un fort impact dans toute I’Europe car elles
sont a l'origine des migrations et des remplacements de populations a grande échelle qui
auront lieu au Néolithique final et au début de 1’Age du bronze (46; 192; 193; 194).
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Plusieurs études ont montré que les populations eurasiennes actuelles sont plus proches
des populations de I’Age du bronze (d’origine steppique) que des populations du Mésolithique
ou du Néolithique, hormis les populations contemporaines de la Sardaigne et de la Sicile au
sud de I'Italie (192; 46).

2.3.3 Apports des études paléogénétiques et génomiques au Néolithique

européen

Au cours des dix derniéres années, de nombreuses études, basées sur des données génétiques
ou génomiques anciennes, ont montré que le Néolithique a été introduit en Europe par une
expansion des premiers agriculteurs d’Anatolie (vers 8 a 9 kya). Ces derniers se sont plus
ou moins mélangés avec les populations locales de chasseurs-cueilleurs de I’Europe, et ceci
pendant plusieurs siecles (195; 34; 35; 196; 197; 12; 198; 165; 199; 2).

Cette progression a eu lieu selon un modele de diffusion démique proposé pour la premiere
fois en 1971 par Ammerman et Cavalli-Sforza (32) et conforté par des publications ultérieures
(125 195; 200; 196; 201; 202; 203; 204; 205; 206).

Ces premiers agriculteurs anatoliens seraient génétiquement plus proches des chasseurs-cueilleurs
européens de 'ouest (cluster Villabruna) que des autres populations du Proche Orient. En
effet 'ascendance de ces chasseurs-cueilleurs de 'ouest (qui se répand dans toute I’Europe
vers 15 kya) aurait été une source partielle des ancétres des populations limitrophes avec
I'Europe telle que I’Anatolie, et qui ont donné naissance aux premiers agriculteurs (2).

Par ailleurs, des populations d’agriculteurs ont migré du Caucase et atteint ’Europe de I'Est,
formant plus tard, avec des chasseurs-cueilleurs de I’Est, les populations des steppes (186).

Le Néolithique s’est diffusé vers 'Europe, dés le 7éme millénaire avant notre ére, selon

deux voies de migration principales : une le long de la cote méditerranéenne, associée aux
cultures archéologiques Impressa et Cardiale dans le sud de I’Europe; et une autre le long
de la vallée du Danube, appelée la route continentale et associée a la culture archéologique
Linearbandkeramik (LBK) et les cultures qui en dérivent (36).
Deux études sur ’ADN ancien proposent une diffusion rapide des premiers agriculteurs dans
les régions allemandes du Loess (voie danubienne(46; 4)). Les fermiers du début du Néolithique
allemand associés a la culture rubanée formerait un groupe homogene génétiquement proche
des autres fermiers d’Europe Centrale (5).

Les premiers agriculteurs se sont mélangés génétiquement de maniere variable avec les
populations locales dans tout le continent européen (207; 193; 46; 4; 208; 209). Cette ascen-
dance des chasseurs-cueilleurs de I'Europe continentale est retrouvée dans des contextes des
le début du Néolithique (en Hongrie, (109); mais aussi en Allemagne, (4; 37) et en France
(5).

De plus, une ré-expansion de cette ascendance dans toute I’Europe au Néolithique moyen a
partir des populations locales a été constatée (46; 4) et serait due aux contacts avec les po-
pulations locales de chasseurs-cueilleurs plutét que di a une migration de populations ayant
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une ascendance de chasseurs-cueilleurs de I'ouest (4).

Cette tendance a 'augmentation de I'ascendance des chasseurs-cueilleurs aurait des pro-
portions différentes selon chaque région qui résulteraient d’un réseau complexe d’interactions
locales plutot que d’un phénomeéne démographique uniforme (4).

En Europe du sud-est et centrale, par exemple, au début du Néolithique (6éme millénaire
avant notre ére) peu de mélanges génétiques avec les populations locales sont constatés, puis
une augmentation progressive de ’ascendance des chasseurs-cueilleurs est détectée au cours
du temps.

Aussi, au néolithique moyen, il a été constaté qu’il existe plus d’hommes d’origine chasseurs-
cueilleurs que de femmes dans la péninsule ibérique et en Europe centrale. Ce mélange gé-
nétique entre fermiers et chasseurs-cueilleurs serait sexuellement biaisé et serait confirmé par
I’étude des marqueurs uniparentaux. Ce biais serait plus faible dans les Balkans sauf pendant
le Chalcolithique (185).

A la fin du néolithique (4éme millénaire avant notre ére), des milliers d’années apres les débuts
de la Néolithisation, on retrouve toujours cette ascendance chasseurs-cueilleurs de 1'ouest en
Allemagne, en France et en Hongrie (5; 16; 109).

Puis la culture Campaniforme ou Bell Beaker apparait a ’est de I’Europe Centrale dans
une population issue des migrations Yamnaya d’ascendance steppique, et se répand a travers
toute 'Europe (3éme millénaire avant notre ére) (3).

Ce phénomene est particulier en raison de la migration importante de ces populations, sa
grande distribution géographique.

En Espagne, les individus associés au campaniforme auraient une signature génétique d’agri-
culteurs Néolithiques. Ceci serait expliqué par une diffusion culturelle ou acculturation.

En Grande-Bretagne par contre elle remplace génétiquement une grande partie de la popula-
tion néolithique (3).

Ainsi, nous pouvons constater que les processus de diffusion du Néolithique ont été tres

complexes et contrastés a travers ’Europe. En effet, nous observons une grande diversité d’in-
teractions non seulement culturelles mais aussi biologiques dans le temps entre les populations
locales et les nouveaux arrivants sur le continent depuis I’Anatolie.
Les données génétiques montrent que ’expansion du Néolithique en Europe n’a pas été régu-
liere, au contraire elle comporte une variabilité de processus d’expansion et de colonisations
parfois trés rapides, parfois progressives selon les zones, avec un apport génétique des po-
pulations locales de chasseurs-cueilleurs variable dans les populations d’agriculteurs, ce qui
supporte les hypotheses archéologiques sur une dynamique régionale de la transition néoli-
thique.
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2.3.4 Apports des études paléogénétiques et génomiques au Néolithique

sur le territoire francais

En France, les deux courants néolithiques d’Europe centrale (associé a la culture LBK) et
de la Méditerranée (associée aux cultures Impressa et Cardiale) montrent des interactions au
plus tard au milieu du sixiéme millénaire avant notre ére (13; 39). Néanmoins, I’étendue de
chacun de ces deux courants reste une question ouverte.

A partir de données génomiques nucléaires il a été constaté que pendant la transition néo-
lithique, sur le territoire francgais, le schéma démographique général reste équivalant a celui
décrit pour I’Europe (5; 15).

Tout d’abord l'arrivée d’une composante d’ascendance associée au néolithique anatolien au
début du néolithique en France (vers 5 300 B.C.), suivie de divers degrés de mélange avec des
chasseurs-cueilleurs locaux.

Il a été constaté une ascendance majoritairement des chasseurs-cueilleurs de I'ouest (cluster
Villabruna), malgré un certain apport génétique magdalénien (cluster El Miron) retrouvés
chez des individus mésolithiques du sud-ouest de la France (Département de la Charente
(15)) et dans la moitié nord (département des Deux-Sevres et département de I’Yonne en
Bourgogne (5)).

Cette ascendance magdalénienne (de la fin du paléolithique) aurait survécu en dehors de la
péninsule ibérique pendant le Mésolithique (15).

Ensuite des contacts auraient eu lieu soit avec des populations des chasseurs-cueilleurs ibé-
riques soit locaux francais (5). Puis, au début de 1’Age du bronze, un flux de génes provenant
d’individus dont une partie de leur ascendance dérive des groupes des steppes pontiques
(3; 46).

Cependant, a une échelle plus locale sur le territoire francais actuel, au début du néoli-
thique, chez les fermiers de ’est du Rhin, la proportion de ’ascendance chasseur-cueilleur est
tres faible comme dans I’Europe du sud-est et centrale contrairement aux groupes néolithiques
étudiés a I'ouest du Rhin. Il a été constaté que cette ascendance est plus élevée en France et
ce des le début du Néolithique au sud du territoire (sites Pendimoun et Les Bréguieres) (5).

Selon Brunel et al. (2020) (15), les individus du Néolithique ancien et moyen partageraient

plus d’affinités avec les populations contemporaines du sud de I'Europe, et leur variation
génétique serait englobée dans celle des populations européennes actuelles. Les individus
associés a la culture rubanée au nord du territoire seraient en majorité génétiquement proches
de ceux d’Europe centrale associés a la culture LBK du début du néolithique. Un seul individu
de culture rubané de l'est de la France se groupe génétiquement avec des agriculteurs de la
péninsule ibérique du néolithique ancien, ce qui suggérerait des échanges entre les deux vagues
de migration. (15).
Par ailleurs, I’étude sur la grotte des Treilles au sud de la France, datant du néolithique final
suggere aussi un échange entre le nord et le sud de la France qui se traduit par la présence
des lignées masculines G2 (caractéristique d’une migration néolithique méditerranéenne) et
I2a (plutot retrouvé au nord du continent) (12).
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Des individus du sud de la France associés a la culture cardiale qui fait partie de la voie de
migration méditerranéenne, montrent une affinité génétique avec des populations de chasseurs-
cueilleurs, suggérant un événement de mélange local rapide (entre trois et six générations),
différente de I'histoire des fermiers d’autres régions telle la céte adriatique ou les individus
n’ont qu'une tres faible ascendance chasseur-cueilleur et une plus grande affinité avec les
groupes d’Europe centrale (5). Ceci reflete des horizons génétiques variés et des interactions
plutot régionales.

Des individus du néolithique moyen associés a la sphére danubienne (est de la France) ont
une ascendance majoritaire chasseur-cueilleur de l'ouest (cluster Villabruna) et partageraient
plus d’affinités génétiques avec les populations actuelles d’Europe centrale, ce qui suggere
une homogénéité génétique au sein du courant danubien (15; 13). Une exception pour le site
d’Obernai situé en Alsace (a 'Est du territoire, et & 'ouest du Rhin) qui montre une forte
hétérogénéité. En effet les individus présentent des affinités diverses avec des populations
telles que celles des fermiers de 'ouest de I’Europe et d’Europe Centrale mais aussi une forte
proportion d’ascendance chasseur-cueilleur de ’ouest.

Il a été constaté vers 4 500 B.C. (seconde moitié du néolithique moyen) peu de différences
entre les populations du nord et du sud de la France. Malgré tout, les individus associés a la
culture chasséenne du sud auraient plus d’affinités génétiques avec ceux du Néolithique moyen
et final de la péninsule Ibérique; alors que ceux associés a la culture Michelsberg du nord
et de l'est auraient une affinité avec les individus du Néolithique moyen de Grande-Bretagne
(15).

Une étude génomique vient d’étre publiée cette année (16) sur des échantillons de la fin
du Néolithique provenant du nord (dont 11 individus du Mont-Aimé) et du sud de la France.
Les auteurs ont constaté que l'ascendance chasseur-cueilleur de l'ouest est trés hétérogene
chez ces populations. En effet, cette ascendance varie entre 18,5 a 28,8%, mais chez deux
individus du Mont-Aimé ayant une parenté de type péere-fille, elle atteint 57,5% et 65,7%.
Les auteurs ne retrouvent pas ’ascendance magdalénienne antérieurement décrite (5; 15). Ils
suggerent de multiples contacts sporadiques entre des populations de chasseurs-cueilleurs avec
des néolithiques et ceci jusqu’a au moins 3 800 B.C. accompagnés d’une acculturation de ces
populations mésolithiques. En moyenne 400 ans plus t6t que la date proposé par Rivollat et
al. (2020) (5) en Allemagne (4 200 B.C., site Esperstedt).

Sur deux squelettes étudiés par Brunel et al. (2020) (15), associés a la culture campani-
forme en France datant d’environ 2 500 v. J.C., I'un d’entre eux (au nord, site Ciry-Salsogne)
aurait une forte proportion d’ascendance du groupe des steppes comme attendu et décrit dans
d’autres parties de I’'Europe et du sud de la France (3; 46). Au contraire, le second individu
(au sud, site dolmen des Peiriéres) aurait une proportion d’ascendance néolithique plus im-
portante que d’ascendance Yamnaya (groupe des steppes). Ceci confirmerait que ’ascendance
steppique est apparue plus tard et avec un impact plus faible dans le sud-ouest de I’Europe
que dans d’autres parties du continent (3; 194). Etonnamment, ces deux individus n’auraient
pas d’ascendance des chasseurs-cueilleurs de I'ouest (cluster Villabruna).

Selon Seguin-Orlando et al. (2021) (16), il existerait une contribution variable de I’ascen-
dance de steppes chez les companiformes francais. Au sud du territoire, ce mélange avec les
populations de steppes daterait de 2 650 B.C.
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Une fois de plus nous constatons qu’il existe une dynamique régionale de la transition
néolithique. En effet, le territoire francais actuel représente un carrefour ou selon les registres
archéologiques, les deux vagues principales de migrations sont rentrées en contact depuis au
moins le 6éme millénaire avant notre ére (36). Les données génétiques montrent aussi un
certain degré de mélange entre les populations du Sud et du Nord de la France et ce depuis le
début du néolithique. Une analyse sur des marqueurs uniparentaux nous permettra de tracer
aussi I'histoire des lignées paternelle et maternelle au néolithique et de comparer ces données
avec les données génomiques nucléaires.

2.3.5 Apports des marqueurs uniparentaux

Des études sur FADNmt et le chromosome Y des échantillons anciens ont montré une
discontinuité génétique entre les premiers fermiers et les chasseurs-cueilleurs mésolithiques
(199; 210; 202; 109; 211; 212; 213). Cette discontinuité remonterait au moins a la culture
Starcevo de Roumanie/Croatie (6 200-5 450 B.C.) (202).

Ces analyses suggerent une fois de plus, une hétérogénéité de I’expansion des populations
humaines durant le Néolithique en Europe et que les hommes et les femmes ont eu des roles
différents dans le processus de Néolithisation. Il existerait une différence des contributions
masculines et féminines pendant la migration néolithique en Europe, et il a été proposé une
implication des lignées maternelles néolithiques moins importantes (< 20%) que les lignées
masculines (20-25%) au sein des groupes humains (65).

2.3.5.1 Données sur ’ADN mitochondrial en Europe

La construction théorique des haplogroupes permet d’identifier, a la base de 'arbre, deux
macrohaplogroupes fréres, N et M classant tous les haplogroupes situés hors d’Afrique. Le
macrohaplogroupe M est commun chez les non-Africains d’Asie de ’Est, d’Océanie et d’Amé-
rique. En Europe, il a été caractérisé chez des individus datant de la fin du Paléolithique
moyen - début du Paléolithique supérieur (214) et chez des Européens ayant vécu pendant
le LGM (215). Puis, il serait a nouveau présent vers 19-15 kya dans des échantillons issus de
sites en Allemagne, Belgique, France et Espagne associés au « cluster El Miron » (165) pour
devenir rare dans les populations européennes actuelles.

La plupart des Européens et Asiatiques contemporains du sud-ouest se regroupent sous
le macrohaplogroupe N, incluant la branche principale R, par laquelle dérive 'haplogroupe
U. Cette lignée mitochondriale U est une des principales lignées identifiées au paléolithique
supérieur (Figure 2.19) (216; 217; 218; 219), notamment U5 qui a une incidence autour de
64% (210).

Actuellement, cette lignée U5 est peu représentée dans les populations européennes (165; 215;
216; 220).
Des études sur 'ADN mitochondrial ancien ont démontré que le patrimoine génétique des
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populations européennes pré-néolithiques était radicalement différent de celui du Néolithique
ancien (210; 109; 215; 221).
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FIGURE 2.19 — Arbre phylogénétique & partir de séquences mitochondriales d’individus du
Paléolithique modifié d’apres Bennett et al. (2019) (216). Notes : Les cultures pré-glaciaire,
lorsqu’elles sont connues, indiquées par une couleur. La barre d’échelle indique les substitu-
tions par site.

Une contribution plus récente propose un scénario plus complexe, avec une plus grande
diversité d’ADNmt dans les échantillons antérieurs au LGM (pre-LGM), incluant des repré-
sentants des haplogroupes U mais aussi des haplogroupes R du nord de I'Italie et, du ma-
crohaplogroupe M en France et en Belgique (actuellement restreint a 1’Asie, I’ Australasie et
I’ Amérique) (215) puis une réduction de diversité post-LGM due a un goulot d’étranglement
génétique lors du LGM résultant de conditions climatiques extrémes, suivi d’une ré-expansion
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apres la rétraction des calottes glaciaires et un retournement génétique de la population post-
LGM par un groupe distinct d’origine inconnue, peut-étre d’un autre refuge LGM, dominé

par I’haplogroupe U5 (215).

Ces groupes post-LGM seraient les ancétres immédiats des populations qui interagiront
plus tard avec les agriculteurs néolithiques. Cependant, les études génomiques contredisent
cette apparente uniformité, montrant une nette distinction entre les chasseurs-cueilleurs oc-
cidentaux, orientaux et scandinaves (46; 2; 193).

Vers 15 kya, une réduction de la diversité de ces haplogroupes (M, U, R) a été suggéré
probablement due a un goulot d’étranglement génétique résultant de conditions climatiques
extrémes et entralnant en Europe la disparition du macrohaplogroupe M et I’apparition d’une

nouvelle lignée U5 des chasseurs-cueilleurs.
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FiGURE 2.20 — Fluctuations climatiques du Pléistocene tardif et du début de I’'Holocene
et démographie des chasseurs-cueilleurs européens. Notes : Sur la gauche les fluctuations
climatiques mesurées par le §'® O. A droite et le modeéle démographique d’aprés Posth et al.
(2016) (215).
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Ces derniers auraient divergé de la population ancestrale autour de 29 kya, et seraient
originaires d’un refuge glaciaire situé au sud-est du continent (Figure 2.20 (215)). La plupart
des autres lignées d’ADNmt apparaitraient plus tard dans ’'Holocéne (il y a environ 10 kya)
(210; 196; 215).

Les haplogroupes J et T seraient arrivés en Europe méditerranéenne et centrale a la fin du

LGM (environ il y a 10 kya), & partir d’'un ou plusieurs refuges glaciaires du Proche-Orient
(222; 223; 220).
Par contre leur dispersion en Europe continentale, voire dans la péninsule ibérique n’aurait
pas eu lieu avant le Néolithique ancien. Ainsi, ’Europe méditerranéenne orientale et centrale
serait une source potentielle des génomes mitochondriaux (J et T) pour le néolithique du reste
du continent (224). Les sous clades Jlc, J2bl, T2b et Tlalc se seraient dispersés a partir du
Proche-Orient vers 'Europe méditerranéenne dans la période glaciaire tardive (environ 13
kya), avec une dispersion postglaciaire ou néolithique des sous-clades T2e, J2bl et J1c2 a
plus petite échelle entre 11,5-9 kya.

Au Mésolithique, I’haplogroupe prédominant est U, particulierement les sous-clades Ubb,

Uba, U4 au centre, au nord et a I’est du continent (210; 212). Il se maintient jusqu’a la fin du
Néolithique avec des proportions qui varient, comme c’est le cas de ’haplogroupe U5 qui lors
de la transition mésolithique-néolithique diminue en proportion, puis augmente a nouveau a
la fin du néolithique (195). Cette persistance prouverait un certain niveau d’acculturation des
populations mésolithiques (211; 213).
D’autres haplogroupes ont été aussi décrits dans des échantillons mésolithiques tels que T, J
et K (212; 209; 191). Le sous clade K1f, caractérisé a partir de la momie naturelle appelée
Otzi (entre 3 500 et 3 100 B.C.), n’avait pas été détecté dans les populations européennes
actuelles (225) ou anciennes, jusqu'en 2017 ou il a été décrit chez deux chasseurs-cueilleurs
de la fin du mésolithique a Vlasa en Roumanie (datés de 6 767-6 461 cal.B.C.) (191). Ce
sous clade K1f serait arrivé en Europe il y a approximativement 8 000 ans avec la migration
néolithique venant du Proche Orient (1967 ).

La diffusion du néolithique selon les deux voies de migration principales, une Danubienne
et autre Méditerranéenne, a apporté des nouvelles lignées maternelles caractéristiques des
premiers fermiers arrivant depuis I’Anatolie. Cependant une assimilation des lignées mater-
nelles des populations des chasseurs-cueilleurs locaux (haplogroupe U) dans le pool génétique
des néolithiques moyen et récent a été constaté. Ainsi, dans les régions du centre, du nord et
de l’est du continent au Néolithique ancien, les lignées mitochondriales U deviennent rares, et
des lignées telles que H, HV, K1, Nlala, T2, J et K (226; 195; 196; 211) deviennent fréquentes.
Nla est considéré comme un marqueur représentatif de la voie de migration continentale.
Selon Valdiosera et al. (2018), les haplogroupes J, K, X seraient des haplogroupes typiques
du néolithique (227). Des données sur des mitogénomes analysés dans des échantillons da-
tant du début du néolithique en Anatolie (185), suggeérent que les lignées maternelles telles
que Nlala, Kla, T2b, Jlc, U3 et X2 étaient caractéristiques des migrations néolithiques en
Europe, renforcant les études précédentes.
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2.3.5.2 Données sur ’ADN mitochondrial en France

En France, au Mésolithique le substrat génétique est proche de celui décrit dans toute
I'Europe, caractérisé par la présence majoritaire de I’haplogroupe U5b (85%) et, dans une
moindre mesure Uba (15%) (165; 215).

Sur le territoire frangais, les deux voies de migrations seraient rentrées en contact des
le néolithique ancien, en effet, I'influence LBK est constatée au nord-est du territoire, mais
sa céramique évoque des origines méditerranéennes. Puis au néolithique moyen, de fortes
différenciations régionales sont observées déja dans le registre archéologique (36).

Le modele de Néolithisation « par saut » ou migration sporadique (leapfrog) a été proposé
pour le courant danubien, suivi d’une acculturation des populations locales a partir de chaque
enclave néolithique (211).

Vers 5500 av J.C., les fermiers du territoire francais actuel ont une grande diversité des
haplogroupes mitochondriaux tels que U8, U3, Nla, K, J, T2, H, HV, X, V, W, avec des
variations de fréquence selon la période ou le site archéologique étudié (15; 5).

Les résultats antérieurement publiés lors de la transition entre le Néolithique Ancien et le
Néolithique Moyen dans le Bassin parisien décrivent des haplogroupes mitochondriaux tres
divers tels que H, K, U, J, Nla, T, X, V, HV.

Ces mémes haplogroupes se retrouvent présents au Néolithique Moyen au Nord-Est du terri-
toire et sont concordants avec les données en Europe centrale (13; 14).

Des haplogroupes mitochondriaux associés a des chasseurs-cueilleurs mésolithiques, comme
par exemple USb, sont portés par des individus des le Néolithique moyen, notamment en
Champagne dans le nord-est de la France, ce qui suggérerait que certaines lignées maternelles
locales ont été incorporées dans le pool génétique des fermiers au cours du Néolithique (15),
donc un mélange de chasseurs-cueilleurs locaux et d’agriculteurs comme l'indiquent les don-
nées sur le génome nucléaire.

A la fin du Néolithique, les haplogroupes mitochondriaux retrouvés sont variés tels que H,
H1, H2, H3, H4, H6 K1, U5, U2, J1, J2, X2, T2 (16).

Nous observons donc en regle générale que :
® Les chasseurs-cueilleurs portent principalement des haplotypes U.

® Les premiers agriculteurs portent principalement les haplotypes T2, K, HV, H, V, X et
Nla.

® Les agriculteurs du Néolithique moyen présentent un profil mitochondrial similaire a
celui des premiers agriculteurs. Cependant, ils montrent aussi une augmentation de
la fréquence des haplotypes U. Ceci a été également constaté avec des données au-
tosomiques qui constatent une augmentation d’ascendance chasseur-cueilleur durant le
Néolithique européen. Cette ascendance, faible chez les fermiers au début du Néolithique
augmenterait progressivement dans les périodes postérieures.

Au sud de la France, cette ascendance serait plus élevée qu’ailleurs et ceci depuis le
début du Néolithique (5).

® Les individus du Néolithique récent marquent un deuxieme tournant majeur, avec 1’ap-
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parition de I, T1 et 'augmentation des haplotypes U2, U4, Uba, H et W.

2.3.5.3 Données sur le chromosome Y en Europe

En 2017, T. Kivisild (2017) (228) publie une synthese sur les données du chromosome Y,
regroupant les données des populations modernes, incluant 9 individus eurasiens de périodes
anciennes. En incorporant a l’arbre du chromosome Y ces neuf séquences anciennes (datant
entre 30 et 50 kya) les résultats montrent qu’elles sont rattachées aux trois haplogroupes de
base présents dans les populations Eurasiennes : C (tres rare dans les populations européennes
actuelles), F et K (Figure 2.21).

Deux des plus anciens chromosomes Y humains séquencés jusqu’a présent, Ust’Ishim (Si-

bérie daté de 45 kya) (229) et Oase Man (Roumanie, daté entre 37 -42 kya), (230) séparés
dans le temps et dans Iespace (5 kya et de 5 000 Km), sont tous deux placés pres de la racine
de I'haplogroupe K, un sous-clade de F, qui est aujourd’hui la lignée de chromosomes Y la
plus fréquente au monde (Figure 2.21).
K est un groupe ancestral qui réunit un certain nombre d’haplogroupes répandus actuellement
en Europe, en Asie de I’Est, en Océanie et en Amérique. Ces deux individus partagent le méme
SNP (M-2308) (102) répandu en Eurasie qui définit la racine basale de deux haplogroupes
communs N et O. Ceci suggérerait un certain niveau de continuité dans certaines lignées de
chromosomes Y existant dans les populations actuelles d’Eurasie.
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Un individu de Russie, datant de 37 kya (184), serait issu d’une population plus proche
des Européens modernes que des Eurasiens de I’Est. Cependant son chromosome Y appartient
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a ’haplogroupe C qui est extrémement rare ou absent dans la plupart des populations euro-
péennes (201), mais commun dans les populations de Sibérie, d’Asie du Sud-Est et d’Océanie
(231; 232; 233).

Cela suggere que le peuplement d’Europe a impliqué plusieurs remplacements et renouvelle-
ments de populations.

Des résultats similaires sur ’haplogroupe mitochondrial M ont été observés (215). De plus
des individus appartenant & un sous-clade rare C6-V20 ont été retrouvés en Espagne (188),
et dans des sujets néolithiques d’Anatolie et Europe Centrale (47).

Cette diversité des lignées de I’haplogroupe C suggere une diffusion dans I’Eurasie avant
I’Holocene moyen.

L’haplogroupe E serait introduit en Europe par des migrations récentes (234; 235; 236),
notamment le sous-clade E-V13 entre 6 a 8 kya (235). Cet haplogroupe serait présent chez
les Natoufiens (Levant), la plus ancienne communauté sédentaire au monde (2).

L’haplogroupe J est associé a la diffusion du Néolithique en Europe (201; 237). 11 a été
détecté chez des chasseurs-cueilleurs du Caucase et au Nord-Ouest de la Russie. Il est présent
chez des fermiers d’Iran et d’Anatolie (186; 2; 47). En Europe centrale et occidentale, il émer-
gerait & 1’ Age du bronze, certainement dii & des processus démographiques et des mouvements
de populations a partir de la région du Caucase du Nord au cours de cette période.

Concernant ’haplogroupe G, il serait le reflet de I’expansion des agriculteurs anatoliens
en Europe (201). Actuellement il est rare en Europe mais commun dans le Caucase et en Asie
occidentale (238; 234; 239; 240). Le sous clade G2-1.91 est observé a des fréquences importantes
dans des populations méditerranéennes actuelles sur les iles de Corse et de Sardaigne (133;
241). Les sardes représenteraient une continuité génétique des premiers agriculteurs européens
(209; 242). La lignée paternelle G2a-L166 retrouvée chez ’lhomme de glaces, Otzi, descend de
la lignée G2a-1.91 courante chez les agriculteurs anatoliens il y a 8 kya (2).

L’haplogroupe H est présent aujourd’hui en Asie du Sud, bien que la sous-clade H4-1.285

est retrouvée en Europe. Il a aussi été détecté dans des fermiers d’Anatolie ainsi que dans des
échantillons chalcolithiques ibériques (243; 2).
Les études sur 'ADN ancien d’échantillons d’Anatolie et d’Iran confirment que les haplo-
groupes G et H étaient les plus communs chez les premiers agriculteurs dans ces régions
(244; 191; 2; 47). Les haplogroupes G et H seraient caractéristiques des premiers fermiers qui
ont conquis ’Europe depuis le Proche-Orient.

L’haplogroupe I est restreint aujourd’hui a ’Europe avec deux clades majeurs I1 et 12. 11
a été identifié comme un marqueur des populations Paléolithiques d’Europe (245; 165; 199).
Le clade 11, tres fréquent aujourd’hui en Scandinavie (25-35%) (245). 1l est identifié chez des
individus de la fin du Néolithique et de I’Age du bronze (192) dans cette région, mais aussi
chez un agriculteur du néolithique ancien en Hongrie (202).
Ceci suggere que les lignées 11 pourraient avoir été apportées dans la péninsule scandinave par
les agriculteurs néolithiques plutét que de représenter une continuité d’un pool pré-holocene
de lignées de chromosomes Y (228).
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L’haplogroupe 12 serait I’haplogroupe (apres ’haplogroupe G caractéristique de la voie de
migration méditerranéenne) le plus courant au début du néolithique en Europe centrale (109;
47; 202).

D’autres sous clades sont présents en Europe occidentale (I2a-L161) et orientale (I12a-L621)
actuellement, mais ils ont aussi été caractérisés chez des chasseurs-cueilleurs de Suisse, de
Hongrie et de Scandinavie ainsi que dans des échantillons du Néolithique et de I’Age du
bronze de Hongrie, d’Allemagne et de la péninsule Ibérique.

Pour ces lignées 12 il a été suggéré un certain niveau de continuité régionale (46; 186; 47).

L’haplogroupe R1b-M343 est aujourd’hui le plus fréquent en Europe occidentale, avec une
fréquence de 90% dans la population Basque. Selon les études des marqueurs autosomaux, la
population Basque actuelle a une grande affinité avec les premiers agriculteurs d’Atapuerca
en Espagne (243), tandis que les données sur le chromosome Y reflete plutot un mélange méle-
spécifique plus récent d’Europe de l'est, dans les zones d’expansion de la culture Yamnaya
(246; 46).

Le sous clade le plus courant en Europe est R1b-M269 et il serait plutot récent, entre 5 et 7
kya seulement (247; 248; 249; 102).

La prédominance de ’haplogroupe R1b-M269 en Europe Occidentale aujourd’hui prendrait ses
origines dans les migrations de 1’dge de Bronze & partir des Steppes pontiques (192; 46; 47; 3).
La plupart des lignées de I’haplogroupe Rla feraient leur apparition en Furope seulement a
la fin du Néolithique et & ’Age du bronze & la suite des migrations des steppes. Rla serait
présent chez les chasseurs-cueilleurs au Nord des steppes (46; 250; 47; 3).

La majorité des lignées génétiques actuelles Rla et R1b en Eurasie occidentale dérivent d’une
poignée de fondateurs masculins du Néolithique tardif voir du début de 1’Age du bronze.

2.3.5.4 Données sur le chromosome Y en France

En France, au Mésolithique, ’haplogroupe I est majoritaire, notamment 12 qui aurait
été ensuite introduit dans le pool génétique des fermiers néolithiques, ou il va persister, par
mélange avec 'apport continu de chasseurs-cueilleurs (Figure 2.22 (15; 5)).

Dans le territoire francais, des individus associés a la culture rubanée appartiennent aux
haplogroupes Cla2, G2a et H2. L’haplogroupe Cla2 serait apparu suite & une introgression
de chasseurs-cueilleurs chez les fermiers dés le Néolithique ancien (15). Les haplogroupes G2a
et H2 sont apparus dans divers contextes européens du Néolithique ancien en Europe centrale
et en Ibérie (165; 188; 186).

L’haplogroupe G2 a aussi été décrit dans une sépulture collective de la fin du Néolithique
(3 000 B.C.) nommée la grotte I de Treilles, située dans la région des Grands Causses, a
Saint-Jean-et-Saint-Paul dans I’Aveyron.
Cette étude a été réalisée a partir de plusieurs marqueurs STR et SNP situés sur 'ADN
nucléaire (chromosome Y et autosomes) et I’ADN mitochondrial (12). Il montre une faible
diversité des lignées masculines probablement dii au type d’organisation sociale patriarcale
ou un recrutement funéraire particulier (90% des méles sont G2a).
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Ces données fournissent des informations sur une partie limitée de toutes les lignées existantes
des populations du sud de 'Europe vivant a proximité a la méme période. Cependant, la ré-
partition actuelle de ces lignées masculines dans les populations européennes confirme une
plus grande influence de la voie de migration néolithique Méditerranéenne dans les peuple-
ments du sud de I’Europe.

Cet haplogroupe G2 serait associé donc a l’expansion néolithique méditerranéenne (12; 241;
133).

A la fin du Néolithique, des échantillons analysés au sud comme au nord du territoire
présentent une faible diversité et ils appartiennent en majorité & I’haplogroupe 12a (16).

Concernant I’haplogroupe R1b associé a une ascendance steppique, arrivant en Europe
centrale au cours du Néolithique récent, il ne serait présent au sud de la France qu’a partir
de 2 500 B.C. sachant qu’il est presque absent en péninsule Ibérique avant 1’Age du bronze
(3; 46).
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FIGURE 2.22 — Haplogroupes du chromosome Y retrouvés dans les individus frangaises anciens
modifié d’apres Brunel et al. (2020) (15).

Nous observons aussi bien au niveau du chromosome Y que de ’ADNmt, une faible diver-
sité des lignées au Paléolithique supérieur- Mésolithique en Europe, comme c’est le cas des
lignées paternelles I et maternelles U. Puis une augmentation de cette diversité avec les migra-
tions néolithiques qui vont apporter des nouvelles lignées notamment 1’haplogroupe Y G2 ou
des lignées maternelles telles que Nla caractéristiques des migrations néolithiques méditerra-
néenne et danubienne respectivement ; suivi d’une résurgence des haplogroupes paléolithiques-
mésolithiques comme pour ’haplogroupe du chromosome Y 12 caractéristique des populations
du Mésolithique européen et ’haplogroupe mitochondrial U.
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Les hypogées sont une manifestation architecturale particuliere des monuments funéraires
du Néolithique récent. En effet, ce sont des grottes artificielles, creusées par I’'Homme, la
plupart du temps dans un terrain qui présente une légere pente. En France, environ 150
monuments de ce type ont été recensés dans le département de la Marne, particulierement
entre Epernay et les marais de Saint-Gond (notamment sur la bordure de ce marais)(251; 49).
Nous retrouvons aussi quelques hypogées dans le midi, dans le Languedoc oriental, dans le
Vaucluse et les Bouches-du-Rhoéne, et dans le sud-est de I’Oise (252).

La grande majorité des hypogées ont été fouillées entre la fin du XIXéme et le début du
XXeme siecle. Le « fouilleur » le plus célebre reste le Baron Joseph de Baye qui entre 1838 et
1879 a découvert pas moins de 96 hypogées et a mis a jour un patrimoine local de la Marne
insoupgonné.

Ainsi, plus d’une centaine de cavités ont été exploitées et vidées de leur contenu. Malheu-

reusement peu de données sur fonctionnement ou le recrutement de ces ensembles funéraires
ont été récupérées, I'objectif étant de récupérer le mobilier uniquement.
A la fin des années 50, la fouille réalisée par Leroi-Gourhan dans ’hypogée II des Mournouards
(Le Mesnil-sur-Oger, Marne) a enrichit les connaissances sur les pratiques funéraires de ces
sépultures. En effet, une analyse du fonctionnement et de 'organisation de la sépulture, du
recrutement de la population inhumée, de I’étude sanitaire, ainsi qu'un décompte précis des
ossements, ont été accomplis.
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Les hypogées du Mont-Aimé (Marne), étudiés dans cette these, font partie de ces ensembles
architecturaux du Néolithique récent (253).

3.1 Localisation géographique et historique

Les hypogées 1 et 2 du Mont-Aimé sont situés au niveau du Bassin parisien, région géo-
logique délimitée au Nord-Est par le Bassin des Flandres et ouverte au Nord-Ouest vers la
Manche.
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Il est limité a ’Ouest par le Massif armoricain et a I’Est par les Vosges, les Ardennes, le
plateau de Langres et le plateau lorrain, au Sud par le Massif central mais il est connecté
au Bassin aquitain. Le réseau hydrographique qui alimente et draine le Bassin parisien est
composé par la Seine, la Somme, la Loire, la Meuse et la Moselle et leurs affluents. Il comprend
aussi une grande partie du Bassin de la Loire (Figure 3.1).
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Le Bassin parisien est un bassin sédimentaire ol se sont accumulés des matériaux sédi-
mentaires d’origine marine, lacustre et lagunaire, puis fluviatile qui ont donné naissance a des
roches calcaires, des limons (placages de loess), des argiles et des sables. Ce paysage sédimen-
taire s’illustre par de vastes plaines, de collines et de plateaux de basse altitude (<500m).

Les hypogées 1 et 2 du Mont-Aimé sont situés sur le Bassin parisien au niveau du territoire
de l'actuelle commune de Val-des-Marais (Marne, France), en Champagne crayeuse (Figure
3.2). Le paysage est caractérisé par des grands champs nus, étalés sur de basses collines
modelées dans la craie qui peut conserver une certaine humidité ce qui fournit d’excellentes
conditions pour les cultures, notamment celle du vin.
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F1GURE 3.2 — Localisation géographique des deux hypogées du Mont-Aimé. Source © IGN
2019, www.geoportail.gouv.fr/mentions-legales

Les hypogées 1 et 2 du Mont-Aimé ont été creusés sur le c6té sud de la butte-témoin du

Mont-Aimé qui culmine & 237 m dans les marais de Saint-Gond (253; 254), comme la plupart
des hypogées retrouvés dans le Département de la Marne. La majorité de ces hypogées est
implantée sur des versants de vallées ou de vallons secs, en bas de pente, & flanc de coteaux
ou en rebord de plateau, dans les bancs de craie des buttes témoins de la Cote d’Tle-de-France
(251).
Les hypogées 1 et 2 du Mont-Aimé sont séparés d’a peine de 30 metres, et sont orientées
sud-nord avec ’entrée vers le sud. Ils présentent une architecture et des dimensions similaires
se différenciant des autres hypogées champenoises. En effet, ils possédent un couloir d’acces,
une antegrotte et une chambre funéraire double alignée (253; 255; 256; 257).

Ces hypogées ont été découverts par hasard lors de travaux de terrassement afin de
construire un chemin d’acces aux vignobles & Champagne sur les coteaux. Les fouilles archéo-
logiques ont été menées pour ’hypogée 1 du Mont-Aimé, par la direction du Service Régional
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de I'archéologie Champagne-Ardenne en 1982 (sous la direction de B. Chertier et E. Tappret).
Cependant, 'hypogée 1 a subi des dommages considérables lors des travaux d’aménagement :
destruction de la votiite, du couloir d’acces et de 'antegrotte, avec des vestiges archéologiques
perturbés au niveau de la partie antérieure de la chambre funéraire. Au contraire, a part le
couloir d’acces détruit lors du second terrassement, ’hypogée 2 du Mont-Aimé a été découvert
quasiment intact, et fouillé méthodiquement entre 1988 et 1989 (255; 256; 257).

3.2 Contexte archéologique

Les hypogées de la Marne, sont des sépultures collectives, creusées a méme le banc de craie
des buttes témoins de la cote d’Ile-de-France et doivent leur réputation aux fouilles réalisées
par le baron Joseph de Baye.

Entre 1892 et 1942, 42 hypogées ont été mises a jour dans le sud-ouest du département de la
Marne (251). Cependant les pratiques archéologiques du XIXeéme siecle, ne permettent pas
actuellement ’étude des contextes et il est impossible d’attribuer des objets aux sépultures.

Apres 1945, quelques hypogées ont continué a étre mis a jour lors de travaux agricoles ou
de construction. Dans I’ensemble du Département de la Marne plus de 145 hypogées ont été
recensées dont un tres célebre pour son archéologie funéraire : ’hypogée 2 des Mournouards
(Mesnil-sur-Oger, Marne)

Ces sépultures collectives apparaissent dans I'ouest de la France des le Néolithique moyen
et persistent jusqu’au début de I’dge du Bronze (52). L’architecture de ces hypogées varient
peu présentant un couloir d’accés qui communique avec une antegrotte conduisant a une ou
deux chambres funéraires quadrangulaires et ayant une surface réduite (258).

Ces monuments ont été creusés a la main environ entre 2 & 3m du sol dans la craie locale.
Ils ont été utilisés en tant que tombes collectives au cours du Néolithique récent, défini dans
le centre Nord de la France (53; 259).

Lors des fouilles des hypogées 1 et 2 du Mont-Aimé, pres de 20 000 os et dents ont été mis
a jour, dans chaque hypogée (253; 255; 256; 257). Ils étaient mélés a des blocs et des dalles
de calcaire qui formaient une couche continue d’environ 20 & 30 cm d’épaisseur, et sont bien
conservés.

Pour la plupart, ils sont complets, avec présence des petits os de la main et du pied, ce qui
suggere que ces sépultures sont des dépots primaires, bien qu’ils soient disloqués et dispersés
(253; 255; 256; 257). En effet, des inhumations successives ont eu lieu et les ossements ont été
déplacés et regroupés apres décomposition des corps. De plus, des remaniements importants
liés a la bioturbation des animaux fouilleurs ont laissé des traces de griffure sur les parois des
tombes et de grignotage sur les os (253; 254).
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3.3 Mobilier

Le mobilier des deux hypogées du Mont-Aimé est abondant. 11 a été découvert 273 pieces
dans 'hypogée 1 et 253 dans I'hypogée 2 comprenant de l'industrie lithique (armatures de
fleches, lames, haches polies, etc), de I'industrie osseuse (outils en os et bois telles que des
douilles, manches, outils de poignée) et de la parure (coquilles de dentalium, perles de co-
quillage, perles de calcaire, etc; Figure 3.3 (253; 255; 256; 257)).

La typologie et la technologie des hypogée du Mont-Aimé s’inscrivent dans un cadre
chronologique et géographique de I’est du Bassin parisien au Néolithique récent et plus par-
ticulierement dans la Marne (253; 255; 256; 257).
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F1GURE 3.3 — Plan de répartition du mobilier dans I’hypogée 2 du Mont-Aimé d’apreés Donat
et al. (2014) (253).
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3.4 Datations C4

Les datations au radiocarbone des deux hypogées du Mont-Aimé ont été réalisées sur des
os humains (fémur gauche) situés a la base du remplissage de la couche osseuse homogene
au niveau des deux chambres funéraires. Cinq échantillons ont donné une chronologie, pour
I'hypogée 1 (3 échantillons) comprise entre 3621 et 3022 cal. B.C. (254) et pour I’hypogée 2
(2 échantillons) entre 3645 et 3384 cal. B.C. (253). Selon R. Donat (253; 254), ces datations
se rapportent au milieu du 4eme millénaire avant notre ére coincidant avec le début du
Néolithique récent dans le Centre Nord de la France (53; 259).

3.5 Etude Anthropologique

L’étude anthropologique a permis de quantifier et d’identifier les restes humains de ces
deux hypogées (253; 255; 256; 257). Le dénombrement des individus (MNI pour Minimum
Number of Individuals), I'identification individuelle, I’estimation de ’dge au déces et du sexe
ont été établis. (Tableau 3.1).

HYPOGEES DU MONT AIME | 1| 2 | 1et2
NMI 57 | 59 116
Subadultes (0 -19) 32| 21 53
Enfants (0 -14) 26 | 16 42
Adolescents (15-19) 6 5 11
Adultes (20+) 25 | 38 | 63
Adultes hommes 12 | 10 22
Adultes femmes 12 | 10 22
Sexe non déterminé 1 18 19

Tableau 3.1 — Données obtenues a partir de ’étude anthropologique du Mont-Aimé.
Notes : NMI, nombre minimum d’individus. Données obtenues a partir de 1’étude
anthropologique d’apres Donat et al. (2014) (253; 255; 256; 257).

L’hypogée 1 du Mont-Aimé a accueilli plus de subadultes que d’adultes (32 contre 25),
avec un tiers d’enfants décédés en bas adge (< 5 ans).
Concernant la structure par age, 7 individus sur les 19, pour lesquels il a été possible d’estimer
I'dge au déces, seraient morts dans leur troisieme décennie (20-29 ans). Cette tranche serait
sur-représentée.

En revanche, dans I’hypogée 2, le nombre d’adultes est plus élevé que celui des subadultes
(38 contre 21); 7 individus sur les 17 pour lesquels il a été possible d’estimer I’dge au déces
étaient agés de moins de 40 ans (20-39 ans).

Environ la moitié des cranes ont été prélevés pendant I'occupation de cette hypogée, di
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stirement a des interventions post-sépulcrales. La représentation des différentes classes d’age
montre que les enfants de moins de 5 ans et, notablement, ceux agés de moins un an, sont
sous-représentés.

L’hypothese la plus probable est que ces enfants auraient en grande partie été exclus de la
sépulture (253; 255; 256; 257).

Les données anthropologiques du Mont-Aimé (253; 255; 256; 257) suggerent un schéma de
mortalité propre aux populations agricoles pré-industrielles, caractérisées par des taux de
naissance, fécondité, mortalité infantile et juvénile élevés (19). Ces hypogées ne montrent pas
une réelle sélection des défunts en fonction du sexe ou de I'dge comme c’est le cas général
dans ses sépultures collectives du néolithique pour le Bassin parisien, sauf bien évidemment
dans le cas des enfants plus jeunes (260).
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4.1 Questionnement des anthropologues

L’étude multidisciplinaire des populations du passé a permis une meilleure connaissance
de leur structure, de leur migration, mais aussi de leur évolution et de leur histoire (3; 194;
165; 2; 185; 4; 195).
De maniere générale, lors de ’étude des populations anciennes, I'intérét des anthropologues
et archéologues est souvent porté sur :

® Le recrutement funéraire (NMI, parenté entre individus, etc.).

® L’organisation spatiale des tombes (construction de sépultures, regroupement familiaux,
pratiques funéraires, etc.) ;

® L’histoire du peuplement (migrations, comparaison entre populations anciennes et/ou
récentes, etc.).

La tombe et son environnement sont tres souvent les seules traces que 1’on retrouve des
pratiques funéraires et des traditions socio-culturelles d’une société.
Ces rites funéraires sont le témoin indirect des changements des sociétés du passé. Les pro-
fonds changements intervenus au Néolithique (sédentarisation et concentration des groupes
humains, croissance démographique, domestication des plantes et des animaux, fabrication
de la poterie, etc) sont a l'origine de nouvelles idées et de nouveaux comportements socio-
culturels qui s’expriment sans aucun doute dans les rites face a la mort et aux morts (261).
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Les sociétés agro-pastorales néolithiques européennes adoptent massivement et durable-
ment des tombes collectives qui se répandent sous des formes tres diverses et dans des en-
sembles culturels variés, entre la fin du 5éme millénaire et au cours du 4éme millénaire avant
notre ere (260; 262).

Malgré la différence architecturale de ces sépultures collectives (constructions mégalithiques,
édifices en pierres séches ou en bois, dissimulées en grotte ou creusées entierement a la main
tels les hypogées), toutes ont la méme fonction qui est d’accueillir les dépouilles de plusieurs
défunts variant de quelques corps a quelques centaines d’individus (263).

D’apres Chambon (18)(page 27) les sépultures collectives deviennent nombreuses (environ
6000 en France) a la fin du néolithique, livrant ainsi un grand nombre d’individus inhumés.
L’inhumation deviendrait un fait banal voire automatique, malgré quelques réserves comme
le trés connu déficit dans les effectifs des classes d’age de 0 ans et 1 a 4 ans et le mode de
calcul du nombre de sujets qui est souvent inférieur au nombre réel.

Le rassemblement des défunts souleéve alors des questionnements sur les critéres d’acces aux
tombes mais aussi sur l'organisation sociale des communautés néolithiques (262).

L’approche d’une étude multidisciplinaire est indispensable pour mieux comprendre la
composition des échantillons a étudier. Des ses débuts, ’analyse des restes biologiques an-
ciens au niveau moléculaire permettant I'obtention des données génétiques a apporté aux
archéologues et anthropologues des nouvelles informations sur ’organisation, les pratiques
des ensembles funéraires et l'origine des restes osseux associés (196; 264; 118; 265).

En effet, les données génétiques et génomiques fournissent des informations sur les liens de

parenté entre individus des ensembles funéraires, mais aussi ceux avec les autres populations
du passé ou contemporaines (2; 196; 85; 46; 3; 185).
Ainsi, nous pouvons déterminer s’il y a eu ou pas une sélection des inhumés en fonction
des critéres de parenté base sur le lien biologique (12; 266; 267; 268), et donc de préciser le
recrutement des ensembles funéraires. Il est nécessaire d’étudier plus de sites notamment en
France, pour pouvoir identifier des contacts entre les différentes cultures et leur héritage a
I’échelle régionale et européenne mais aussi dans le temps.

4.2 Outils a appliquer

Le recrutement des ensembles funéraires peut étre enregistré et interprété via des données

archéologiques, anthropologiques et génétiques. La confrontation des données issues de ces
trois champs disciplinaires contribuent a ’ouverture de nouveaux débats.
En effet, I’étude de ’ADN ancien a ouvert des perspectives importantes dans ce domaine, en
précisant si les individus inhumés avaient été sélectionnés selon des lignées masculines et /ou
des lignées féminines ou sur des critéres de parenté biologique (118; 269; 12; 270; 271; 265;
196; 268; 266; 267).

Notre choix des outils a appliquer sur les deux plus anciennes sépultures collectives des
hypogées 1 et 2 du Mont-Aimé (3645-3022 cal. B.C. dans le Département de la Marne en
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France (255; 256; 257; 253)) s’est basé sur une approche paléogénétique que ’on peut qualifier
de classique.

Cette approche au moment ou cette these a débuté était celle utilisée par le laboratoire
d’anthropologie moléculaire AMIS, bien que la paléogénomique commengait a donner ses
premiers résultats. Les méthodes NGS n’était pas encore mise en place au sein du laboratoire
AMIS.

C’est pourquoi, nous avons décidé de travailler sur cette collection avec les marqueurs
génétiques classiques (tels les STR, et les SNP présents sur PADN nucléaire et les SNP de
PADNmt) qui permettent une comparaison avec les bases de données des populations euro-
péennes anciennes et modernes qui sont abondantes pour ces marqueurs.

Par ailleurs, nous avons pu compter sur la collaboration et ’expertise de 1’équipe de 1'Ins-
titut de Médecine Légale de 1’Université de Strasbourg pour ’analyse de ces marqueurs &
transmission uni et biparentale.

La démarche a consisté a rassembler des données d’ordre populationnel dans leur ensemble
pour caractériser la composante génétique des groupes sélectionnés anciens et contemporains
et de définir leur différent héritage.

La conservation de ’ADN des échantillons du site du Mont-Aimé est exceptionnelle ce qui
constitue un atout indéniable pour exploiter ’ADN au moyen des marqueurs STR et SNP a
transmission biparentale et uniparentale.

4.2.1 Les marqueurs a transmission biparentale

Les marqueurs moléculaires a transmission biparentale, tels les microsatellites ou STR
présents dans les régions non codantes des autosomes ou chromosomes homologues ont été
utilisés pour estimer des liens de proche parenté. Ils nous ont permis d’établir un profil géné-
tique propre a chaque individu. Nous avons pu examiner les relations biologiques au sein de
chaque hypogée et entre les deux, afin d’apporter un regard sur le recrutement, 1’organisation
et les pratiques de I’ensemble funéraire en déterminant le sexe, ainsi que les liens de parenté
putatifs des individus analysés.

4.2.2 Les marqueurs a transmission uniparentale

Nous avons ciblé les marqueurs moléculaires a transmission uniparentale tels les polymor-
phismes ponctuels de séquence ou SNP localisés sur le génome mitochondrial complet pour
étudier les lignées maternelles, mais aussi les STR et les SNP localisés dans le chromosome Y
pour les lignées paternelles.

Ces marqueurs permettent d’identifier si des individus sont de méme filiation, en caractérisant
des haplotypes mitochondriaux ou du chromosome Y caractéristiques d’une lignée maternelle
ou paternelle respectivement, et qui ont une origine ancestrale commune. Leur étude nous
permettent également de retracer l'origine biogéographique des individus testés. L’analyse
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combinée de ces deux types de marqueurs devaient nous permettre de comprendre I’histoire
des hommes et des femmes liés au site du Mont-Aimé, et d’avoir un apercu du pool génétique
local de la fin du Néolithique dans le Bassin parisien.

4.3 Objectifs

Ce travail de these vise a apporter des nouvelles données paléogénétiques concernant un
groupe culturel associé au Néolithique récent du Bassin parisien, situé dans le Département
de la Marne dans la Champagne crayeuse : Le Mont-Aimé (3000-3600 cal. B.C.).

La comparaison de nos données génétiques produites avec celles disponibles pour des
populations modernes et des groupes anciens européens et ses cultures associés nous permettra
de documenter les modes d’échanges impliqués dans ces changements biologiques et culturels
qu’est le Néolithique.

En effet, chaque groupe humain présente sa particularité génétique et culturelle qui peut nous
révéler son fonctionnement et son histoire a différents niveaux :

® Tout d’abord a ’échelle des hypogées (a l'intérieur de chacune et entre les deux), notre
étude vise a identifier génétiquement chaque individu ce qui nous permettra de :

(i) Tester des liens biologiques potentiels des individus inhumés, ce qui pourrait nous
renseigner sur les modes de fonctionnement de cette société.

(ii) Comprendre le recrutement funéraire, s’il existe une sélection des défunts et sur
quels criteres?

(iii) Mettre en évidence, si c’est le cas, des modes matrimoniaux/patrimoniaux par-
ticuliers. Pour cela les lignées maternelles et/ou paternelles retrouvées au Mont-Aimé
nous renseigneront sur les fonctionnements matrilinéaire ou patrilinéaire associés a cette
société.

® A Téchelle locale, elle vise & révéler d’éventuels contacts biologiques entre le nord et
le sud du territoire francais a cette époque et donc d’évaluer la (dis)continuité géné-
tiques entre ces groupes géographiquement proches issus des groupes associés aux deux
courants néolithiques principaux (danubien au nord et méditerranéen au sud). La com-
paraison de la composante génétique populationnelle du Mont-Aimé sera faite avec celle
de la grotte de Treilles, contemporaine a notre étude et caractéristique d’une voie de
migration néolithique méditerranéenne.

® A D’échelle régionale, elle vise & préciser 'origine de cette communauté d’agriculteurs et
mettre en évidence, le cas échéant, les métissages entre différents groupes des populations
humaines anciens, mais aussi leur héritage dans les populations modernes.

® Nous pourrons, ainsi, intégrer nos données dans la dynamique du peuplement de la fin
du Néolithique.
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5.1 Echantillonnage

Selon les datations C14, les hypogées 1 et 2 du Mont-Aimé seraient les plus anciennes
tombes collectives connues du Bassin parisien (3000-3600 cal. B.C.). Leurs typologies et mo-
bilier situent ce groupe au Néolithique récent du Bassin parisien (253; 255; 256; 257), tel qu’il
a été défini dans le centre-nord de la France (53; 49). L’étude des ossements des individus
inhumés dans les hypogées du Mont-Aimé a montré que les os d’'un méme individu étaient
désarticulés et perturbés.

C’est pourquoi, nous ne pouvions pas associer les données anthropologiques sur les échantillons
(comme par exemple le sexe morphologique antérieurement déterminé) avec les données gé-
nétiques que nous allions produire.

Cependant nous pouvons les comparer entre elles pour améliorer I’étude multidisciplinaire de
cette population du néolithique récent du Bassin parisien, entamée depuis quelques années et
dont I’étude génétique fait partie.

La collection des ossements du Mont-Aimé a été confiée pour étude au laboratoire d’Anthro-
pologie Moléculaire et Imagerie de Syntheése de 'UMR 5288 (AMIS-UMR 5288) de Toulouse.
L’autorisation des fouilles a été délivrée le 22 février 1988 par la Direction du Patrimoine du
Ministere de la Culture et la Communication.

Notre étude a débuté avec la réception de 69 mandibules regues au laboratoire une fois
que ’étude anthropologique ait été effectuée. Le substrat en craie dans lequel les hypogées du
Mont-Aimé ont été creusés a permis une excellente conservation des échantillons.

W e
G e S
FIGURE 5.1 — Mandibule appartenant a 'un des sujets des hypogées du Mont-Aimé.
Source photo : Laboratoire AMIS, N.Sdenz-Oyhéréguy.

Nous avons sélectionné les meilleures piéces dentaires dans chaque mandibule (non cariés,
non cassées, non fissurées, systématiquement présentes sur ’arcade (Figure 5.1). A partir de
ces 69 mandibules regues au laboratoire nous avons retenu 58 individus disposant de dents
bien conservées et sans caries.
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HYPOGEE 1 HYPOGEE 2

N | AGE DECES ID | N| AGE DECES ID

1 Adulte 1HO1 | 1 Adulte 2HO01
2 Adulte 1HO02 | 2 Adulte 2H02
3 Adulte 1HO03 | 3 Adulte 2H03
4 Adulte 1HO04 | 4 Adulte 2H04
5 Adulte 1HO5 | 5 Adulte 2H05
6 Adulte 1HO6 | 6 Adulte 2H06
7 | Adolescent - Adulte | 1HO7 | 7 Adulte 2HO07
8 Adulte 1HO8 | 8 | Adolescent - Adulte | 2H08
9 Adulte 1HO09 | 9 Adulte 2HO09
10 Adulte 1H10 | 10 Adulte 2H10
11 Adulte 1H11 | 11 Adulte 2H11
12 Adulte 1H12 | 12 Adulte 2H12
13 Adulte 1H13 | 13 Adulte 2H13
14 Adulte 1H14 | 14 Adulte 2H14
15 Adulte 1H15 | 15 Adulte 2H15
16 Adulte 1H16 | 16 Adulte 2H16
17 Adulte 1H17 | 17 Adulte 2H17
18 Adulte 1H18 | 18 Adulte 2H18
19 Adulte 1H19 | 19 Adulte 2H19
20 Adulte 1H20 | 20 Adulte 2H20
21 Adulte 1H21 | 21 Adulte 2H21
22 | Adolescent - Adulte | 1H22 | 22 | Adolescent - Adulte | 2H22
23 Adulte 1H23 | 23 Enfant 2H23
24 Enfant 1H27 | 24 Enfant 2H24
25 Enfant 1H29 | 25 Enfant 2H26
26 Enfant 1H32 | 26 Enfant 2H27
27 Enfant 1H35 | 27 Enfant 2H28
28 Adulte 1H37 | 28 Enfant 2H30
29 Adulte 1H38 | 29 Enfant 2H31

Tableau 5.1 — Liste d’individus du Mont-Aimé ayant des dents non cariées et

pour I'étude génétique.

sélectionnés

Note : 'estimation de I’dge au déces a été réalisée lors de I’étude anthropologique par R.
Donat.

Ainsi 58 sujets ont été retenus pour l'extraction d’ADN et les analyses génétiques de
notre étude (Tableau 5.1). Un code laboratoire a été attribué a chaque échantillon, les deux

premiéres lettres/numéro indiquent ’appartenance a I’hypogée 1 (1H) ou 2 (2H). Pour chaque
sujet, au moins 2 a 4 dents étaient disponibles (sauf pour un individu dont une seule dent était
disponible (1H29). L’age des individus a été donné par I’étude anthropologique qui classe les
enfants de 0 a 14 ans révolus, les adolescents de 15 & 19 ans révolus et les adultes de plus de

20 ans.
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5.2 Criteéres d’authenticité et précautions contre la contami-

nation

Les procédures standard pour les expériences de laboratoire sur ’ADN ancien (ADNa)
ont été suivies conformément a la littérature afin d’éviter toute contamination (272; 116).
Ainsi, nous avons appliqué les critéres suivants :

® Les analyses ont été effectuées dans des laboratoires de la méme UMR AMIS (Tou-
louse et Strasbourg) dédiés a 1’analyse de ’ADN ancien, en respectant des mesures de
précaution strictes, notamment la séparation des laboratoires pré et post-PCR.

® Des blancs d’extraction et d’amplification ont été utilisés comme contrdles négatifs tout
au long des étapes expérimentales afin de détecter la présence éventuelle de contami-
nants. Par ailleurs, toutes les personnes impliquées dans le traitement des échantillons
ont été génétiquement typées et comparées aux résultats obtenus avec les anciens échan-
tillons. De plus, dans les laboratoires d’ADNa, les expériences étaient exclusivement ma-
nipulées et répétées par des femmes, excluant de fait le risque de contamination pour
les marqueurs masculins.

® Des quantifications ont été réalisées sur nos échantillons.

® Deux a cinq extractions d’ADN pour chaque dent ont été entreprises a différents mo-
ments et au moins trois amplifications par extraction ont été réalisées pour évaluer
la reproductibilité des résultats. L’analyse des STR autosomaux et des Y-STR a été
pratiquée dans deux laboratoires indépendants (Toulouse et Strasbourg).

® Des précautions ont été prises afin d’éviter toute contamination. En effet, les réactifs
et les échantillons ont été décontaminés avant toute expérience entamée dans le labo-
ratoire ; les salles de laboratoire ont été régulierement nettoyées a ’eau de javel et aux
rayons ultraviolets ; des vétements de protection, masques faciaux et gants de laboratoire
jetables utilisés tout au long du processus et remplacés régulierement ont été utilisés afin
d’éviter des contaminations par le personnel du laboratoire ; tous les autres équipements
de laboratoire ont été rincés apreés chaque utilisation avec de ’eau de Javel a 10%, puis
a l'alcool et irradiés a la lumiere ultraviolette avant et apres chaque manipulation.

® Les résultats obtenus ont été cohérents, dans le cas des études d’échantillons anciens :
lefficacité de 'amplification est inversement proportionnelle a la taille des amplicons
(généralement inférieure a 500 pb), le nombre de copies attendues different selon les
types d’ADN (mitochondrial, nucléaire), les données obtenues ont un sens phylogéné-
tique.

® Un traitement par enzyme USER a été utilisé sur certains extraits de nos échantillons.
Cette enzyme est composée par 1'uracil-N-glycosylase (UNG) qui supprime les produits
de désamination de la cytosine, une des caractéristique de la molécule d’ADN ancien
(Sous-section 2.2.6, d’ou son utilité lors des analyses impliquant peu de substitutions
différentes entre échantillons.
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5.3 Préparation des échantillons

La surface des dents a été abrasée mécaniquement a l’aide d’un micro-foret (Argofile,
Pouget Pellerin), puis nettoyée a 'eau de javel (Figure 5.2). La dent a été rincée a 'eau
désionisée et irradiée a la lumiere UV pendant 30 minutes sur chaque face. La poudre de dent
a été obtenue par broyage soit dans un cryobroyeur sous azote liquide (SPEX SamplePrep
6870 Freezer / Mill - Fisher Scientific) soit dans un broyeur a billes (MM 400 Mixer Mill -
Fisher Scientific). La poudre obtenue a été récupérée pour extraire ’ADN et effectuer nos
analyses génétiques.

FIGURE 5.2 — Dent appartenant a I'un des sujets des hypogées du Mont-Aimé, nettoyée a
l’aide d’un micro-foret. Source photo : Laboratoire AMIS,N. Sdenz-Oyhéréguy.

5.4 Extraction de ’ADN et quantification

L’extraction de ’ADN a été réalisée avec environ 300 mg de poudre de dent et en utilisant
deux protocoles d’extraction selon ’étude des différents marqueurs moléculaires. Deux a cing
extractions indépendantes ont été réalisées pour chaque dent. Un controle négatif d’extraction
a été ajouté tous les 5 échantillons lors de I'extraction.
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5.4.1 Extraction de PADN des échantillons

5.4.1.1 Protocole 1

Le premier protocole d’extraction a nécessité environ 300 mg de poudre de dent, incubée
a 50°C pendant une nuit dans un tampon de lyse 500pL. d’EDTA 0,5 M, pH 8,0-8,5:50pL
de protéinase K 20 mg/ml; 5uL de dithiothréitol (DTT 1 M) (127; 273). Les étapes de
purification ont été effectuées a 1’aide du kit MinElute PCR Purification(QIAGEN) et ’ADN
a été élué dans 40pL de tampon EB (10 mM Tris - Cl, pH 8,5), comme recommandé dans le
protocole du fabricant.

5.4.1.2 Protocole 2

Dans le deuxieme protocole d’extraction, nous avons utilisé les méthodes publiées a partir
des articles de Gamba et al. (2016) et Yang et al. (1998) (274; 275), avec de légeres modifica-
tions. A partir de 200-250 mg de poudre de dent, deux digestions ont été effectuées dans un
tampon de lyse (3,6 ml ’EDTA 0,5 M, pH 8,0-8,5; 50nL de protéinase K 20 mg/ml; 200nL
de N-lauryl/Sacosyl 10%. La premiére digestion a été réalisée pendant une heure a 37°C, puis
la deuxiéme pendant une nuit a 37°C. Les échantillons digérés ont été concentrés avec des
filtres & centrifuger (Amicon Ultra 4, 30 kD). Les étapes de purification ont été effectuées a
l'aide du kit MinElute PCR Purification (QIAGEN) et PADN a été élué dans 60pL du tam-
pon EB (10 pM Tris - Cl, pH 8.,5). Ces extraits d’ADN ont été traités avec 'enzyme USER
(Uracil-Specific Excision Reagent, New England BioLabs Inc.) pendant trois heures a 37°C.

5.4.2 Quantification des échantillons

La quantification des nos échantillons a été réalisée a l'aide du systeme 7500 RT avec
le kit Quantifiler Trio DNA Quantification (Thermo Fisher Scientific), qui permet d’obtenir
simultanément une évaluation quantitative et qualitative de PADN humain total. Ce kit
amplifie des fragments d’ADN ou amplicons localisés : 'un de petite taille (80 pb) et 'autre
de grande taille (214 pb) situés sur les autosomes appelés small autosomal ou SA et large
autosomal ou LA respectivement; et un troisieme amplicon localisé sur le chromosome Y
appelé Y-chromosome targets ou TY.

L’utilisation de ces trois amplicons favorise une meilleure sensibilité de détection lorsqu’on
est en présence d’ADN dégradé. En effet, SA correspondant & un amplicon de petite taille, et
LA correspondant a un amplicon plus grande taille, le rapport entre les deux indique la dé-
gradation relative de ’ADN (Index de dégradation ou Degradation Index Mean). Finalement
TY, un amplicon de 75 pb, permet la quantification de I’ADN masculin. De plus, le controle
interne de la PCR ou IPC (amplicon de 130 pb) non seulement identifie les échantillons
contenant des inhibiteurs de PCR mais confirme aussi la validité des résultats négatifs.
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5.5 Typage génétique du sexe

Nous n’avons pas pu utiliser le sexe morphologique identifié lors de 1’étude anthropolo-
gique. En effet, les os coxaux n’étaient plus en connexion anatomique avec les mandibules suite
a un remaniement important des ces sépultures (254; 255; 256; 257). Dans un premier temps
nous avons déterminé le sexe génétique de chaque individu analysé, a partir de 'ADN extrait
des dents prélevées. Cette premiére analyse nous a également permis d’évaluer la qualité et
la quantité d’ADN dans chaque dent pour chaque individu.

5.5.1 Génotypage

Le design des amorces de PCR et 'amplification pour le test de typage génétique du sexe
ont été réalisées selon les protocoles décrits dans (273; 276). Il s’agit d’une amplification PCR
multiplexée de régions conservées des genes homologues UTX (sur le chromosome X) et UTY
(sur le chromosome Y) combinées avec un locus du géne SRY spécifique a ’homme. Ce kit a
été congu pour obtenir des amplicons les plus courts possibles (125 pb pour UTX, 96 pb pour
UTY, 165 pb pour SRY) pour maximiser 'amplification appliquée sur de ’ADN ancien. En
fonction de la conservation de ’ADN présent dans chaque échantillon, nous pouvons identifier
plusieurs types de profils possibles chez les hommes mais un seul pour les femmes (Figure

5.3).

e
o

F1GURE 5.3 — Profils UTY-UTX-SRY révélés par électrophorese capillaire. a, b, ¢ : profils
d’homme; d : profil de femme, d’apres Cadamuro et al. 2015 (276).

5.5.2 Amplification, séquencage et analyses des données brutes

Nous avons procédé a 'amplification de ces 3 régions, selon le protocole établit par Ca-
damuro et al. 2015 (276). Les conditions de PCR consistaient en une premieére étape de
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dénaturation a 94°C pendant 5 minutes suivie de 40 cycles de dénaturation a 94°C pendant
30 secondes, une hybridation a 55°C pendant 30 secondes et une élongation a 72°C pendant
30 secondes avec une derniere étape d’élongation a 72°C pendant 5 minutes. La réaction de
séquence a été effectuée avec le kit de séquencgage de cycle BigDye Terminator v3.1 (Thermo
Fisher Scientific). Les produits de PCR ont été détectés sur un analyseur génétique ABI 3730
(Thermo Fisher Scientific) sur la plateforme GeT PlaGe (Castanet-Tolosan, France). Les don-
nées ont été analysées a I'aide du logiciel GeneMapper version 4.0 (Thermo Fisher Scientific).
Au moins deux amplifications ont été effectuées sur chaque échantillon.

5.5.3 Analyses statistiques

Le test exact de Fisher, adapté pour un échantillon de taille réduite, a été appliqué sur
les données obtenues. La probabilité exacte d’obtenir, entre les 2 hypogées, un écart dans la
répartition du sexe des individus différent de I’écart observé a été calculée (avec I’hypothese
HO selon laquelle il n’existe pas de différence entre les 2 hypogées et H1 selon laquelle il en
existe une).

5.6 Analyse des STR autosomaux

5.6.1 Génotypage

Les profils génétiques obtenus a partir des STR autosomaux ont été déterminés a ’aide de
deux kits d’amplification PCR : le kit Investigator 24plex QS (QIAGEN) et le kit GlobalFiler
(Thermo Fisher Scientific) (Tableau 5.2). Ces deux kits ont en commun 23 marqueurs STR
et se différencient par un locus Y-spécifique de type insertion/délétion (ou Yindel) pour le kit
Global Filer et deux locus QS1 et QS2 spécifiques au kit 24plex QS qui servent de controles
internes de la PCR. Selon ’absence ou la présence de ces deux marqueurs il est possible de
déterminer si la PCR a fonctionné ou il y des inhibiteurs; si il y a de ’TADN dans 1’échantillon
ou s’il est dégradé.

Les amplifications PCR pour les deux kits ont été réalisées conformément aux protocoles
de chaque fabricant, avec quelques modifications, En effet, il a fallu adapter ces protocoles
au substrat dégradé en divisant par 2 le volume réactionnel final (12,5 pl au lieu de 25pul)
et en augmentant le nombre de cycles de 28 a 32. Pour chaque échantillon, au moins trois
amplifications ont été effectuées. Les produits STR ont été analysés sur un analyseur génétique
ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific) dans le laboratoire d’ADNa de Strasbourg et sur un
analyseur génétique ABI 3130x] (Thermo Fisher Scientific) sur la plateforme GeT-Purpan a
Toulouse. Les profils STR ont été analysés avec le logiciel GeneMapper version 4.0 (Thermo
Fisher Scientific).
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Réactifs flouorescents Marqueurs Investigator 24plex QS (QIAGEN)
6-FAM™ Amelogenin THO1 D351358 vWA D21S11
TPOX DYS391 D1S1656 | D12S391 SE33
BTY D10S1248 D2251045 | D19S433 | D8S1179 D251338
| D2S441 D18S51 FGA
BTP QS1 D165539 | CSF1PO | D13S317 [ D5S818 | D7S820 | QS2
Réactifs flouorescents Marqueurs GlobalFiler Kit (ThermoFisher Scientific )
6-FAM™ D351358 vWA D16S539 | CSF1PO TPOX
Y indel Amelogenin | D8S1179 | D21S11 | D18S51 ‘ DYS391
D25441 D195433 THO1 FGA
D2251045 D5S818 D13S317 | D7S820 ‘ SE33
D10S1248 D151656 D125391 D251338

Tableau 5.2 — Marqueurs des kits Investigator 24plex QS (QIAGEN) et GlobalFiler Kit
(Thermo Fisher Scientific) et ses réactif flouorescents associés

5.6.2 Analyses des données et des parentés

L’analyse des relations de parenté entre les individus a l'intérieur de chaque hypogée et
entre les deux hypogées a été effectuée. Nous avons utilisé deux logiciels pour ces calculs :

Le logiciel ML-Relate (277) pour estimer la relation généalogique ou la parenté entre
les individus d’ascendance inconnue. Il calcule les estimations du maximum de vraisemblance
(LR) de la parenté a partir de données génétiques telles que celles des STR autosomaux. I
utilise la simulation pour effectuer deux types de tests d’hypothese. Les ratios de vraisem-
blance (LR) sont calculés sur chaque paire pour chaque catégorie de relation par rapport
a la probabilité que les individus soient apparentés contre celle qu’ils ne le soient pas. Les
catégories de relations sont les suivantes :

® Parent-Offspring (PO) qui révele une parenté de type parent-enfant.

¢ Full Sibling (FS) qui montre une fratrie (exemple frére et soeur issue du méme couple
de parents).

® Half Sibling (HS) qui correspondent & une relation de type second degré.

® Unrelated (U) pour les non apparentés.

Ainsi, par exemple, «LR-PO» est le rapport entre la probabilité que deux personnes soient
parent et enfant et celle qu’elles ne soient pas liées (278; 279).

Le logiciel Familias (280) permet le calcul des probabilités des relations de parenté sur
des profils ADN connus dont le dégrée de parenté est incertain. Il calcule quel pedigree est le
plus probable et dans quelle mesure plus probable que d’autres (par exemple dans un cas de
paternité inféré). Ce logiciel prend en compte les mutations potentielles, les alléles silencieux
et la stratification de la population mais aussi il est capable de gérer plusieurs pedigrees
simultanément.
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5.7 Analyses de ’ADN mitochondrial

5.7.1 Séquencage du génome mitochondrial complet

Toutes les manipulations de laboratoire concernant le séquengage de ’ADN mitochondrial
ont été réalisées par le personnel technique du laboratoire d’ADNa de Strasbourg.
Le séquengage du génome mitochondrial complet a été réalisé sur un PGM IonTorrent (Thermo
Fisher Scientific) en utilisant le panel Precision ID mtDNA (TFS).

Pour la préparation des librairies, le kit Ton AmpliSeq library (Thermo Fisher Scientific)
a été utilisé. Pour ’étape initiale de PCR multiplex réalisée dans deux pools de réactions, 3
pL d’ADN ont été utilisés par pool de réaction et le nombre de cycles de PCR a été adapté
aux faibles concentrations d’ADN selon le protocole du fabricant.

Les amplicons ont été partiellement digérés en utilisant une enzyme FuPa pour éliminer
les amorces de PCR.
Ensuite, un mélange d’adaptateurs P1 et A avec des codes-barres spécifiques a 1’échantillon a
été ligaturé aux amplicons, suivi d’une étape de purification de la librairie utilisant des billes
magnétiques AMPure XP (ThermoFisher Scientific). Le kit Ion Library TagMan Quantifi-
cation (Thermo Fisher Scientific) a été utilisé pour quantifier par qPCR les deux pools de
librairies et les diluer a une concentration de 8 pM. L’étape suivante a été réalisée a 'aide du
systéeme OneTouch 2 (Thermo Fisher Scientific).

La PCR en émulsion a été effectuée par le OneTouch 2 Instrument et ces produits de

PCR ont ensuite été purifiés pour éliminer les réactifs et les échantillons non liés avec le Ton
OneTouch ES (Enrichment System).
Les primers de séquengage et les Control Ion Spheres ont été hybridés a la librairie enrichie,
la polymérase de séquencage a été ajoutée, puis le le mix a été chargé sur une puce de
séquengage Ion 316 Chip v2 BC et 'analyse a été exécuté sur le PGM Ion Torrent (Thermo
Fisher Scientific).

5.7.2 Analyses des données

Les échantillons ont été analysés a 'aide du logiciel Torrent Suite v4.6. Les différences
par rapport au mitogenome de référence (rCRS) ont été rapportées en utilisant le plugin
variantCaller v4.6.18-1.

Les alignements résultant des fichiers bamfiles ont été inspectés visuellement a 'aide du
logiciel IGV (http ://software.broadinstitute.org/software/igv/).

Les variants ne correspondant pas a 'un des criteres suivants ont été filtrés pour éviter les
artefacts et les hétéroplasmies : biais de brin supérieur a 50%, couverture allélique supérieur
50 lectures, fréquence observée supérieur 50%
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5.7.3 Détermination des haplogroupes

Nous avons créé les séquences consensus de ’ADNmt, a partir de la séquence nucléotidique
la plus fréquente a chaque position lors de l'alignement de séquences obtenues pour chaque
individu. Par la suite, nous avons utilisé HaploGrep (https ://haplogrep.i-med.ac.at, (281))
pour attribuer le génome mitochondrial a des haplogroupes mitochondriaux connus.

Les haplogroupes ont été nommés conformément a la nomenclature proposée par la base
de données PhyloTree (82). Conformément & la convention, les insertions au np 309.1C (C),
315.1C, 523-524d (autrement dit 522-523d), 16182C, 16183C, 16193.1C(C) et la mutation
16519 n’ont pas été prises en compte pour la reconstruction phylogénétique.

5.7.4 Analyses de la variabilité génétique

Les indices de diversité standard et I'index de différentiation génétique par paires (Fst)
ont été calculés avec le logiciel Arlequin 3.5.2.2 (282).

5.7.5 Haplotypes et comparaison avec les bases des données

5.7.5.1 Comparaison avec la base de données du Laboratoire de Strasbourg

Les haplotypes mitochondriaux des individus du Mont-Aimé obtenus, ont été comparés
aux haplotypes francais et européens trouvés dans une base de données constituée par le
laboratoire de Strasbourg a partir de données publiées et comportant environ 42000 séquences
mitochondriales dont plus de 3000 séquences anciennes.

Par la suite, pour optimiser notre analyse comparative, nous avons constitué deux sous-
ensembles des données a partir des mitogénomes modernes et anciens (Tableau 5.3). Les
populations contemporaines ont été choisies dans différents pays voisins de la France (Angle-
terre, Espagne, Portugal, Allemagne, Italie, Suisse), mais aussi dans des pays ol nous avons
trouvé des correspondances (République Tcheque, Suéde, Finlande) (Tableau 5.3).

Les populations anciennes ont été choisies a partir des publications précédentes datant du
paléolithique, néolithique et fin du néolithique et 4ge du Bronze (Tableau 5.3).
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Notes : [1] Achilli A. et al. 2012 [2] Batini C. et al. 2017 [3] Behar D.M. et al. 2012 [4]
Cardoso S. et al. 2013 [5] Cerezo M. et al. 2012 [6] Greenspan B. 2016, données non publiées
[7] Hartmann A. et al. 2008 [8] Ingman M. et al. 2000 [9] Olivieri A. et al. 2017 [10] Pala M.
et al. 2012 [11] Pennarun E. et al. 2012 [12] Pereira J.B. et al. 2017 [13] Secher B. et al. 2014
[14] Achilli A. et al. 2004 [15] Barral-Arca R. et al. 2016 [16] Fregel R. et al. 2015 [17] Gandini
F. et al. 2016 [18] Garcia O. et al. 2011 [19] Gomez-Carballa A. et al. 2013 [20] Hernandez
C.L. et al. 2015 [21] Larruga J.M. et al. 2017 [22] Maca-Meyer N. et al. 2001 [23] Marrero P.
et al. 2016 [24] Pardinas A.F. et al. 2014 [25] Behar D.M. et al. 2007 [26] Pereira L. et al.
2010b [27] Yacobi D. et al. 2016 [28] Larruga J.M. et al. 2017 [29] Sahakyan H. et al. 2017 [30]
Davidovic S. et al. 2015 [31] Derenko M. et al. 2007 [32] Derenko M. et al. 2010 [33] Derenko
M. et al. 2012 [34] Derenko M. et al. 2014 [35] Fernandes V. et al. 2012 [36] Malyarchuk B. et
al. 2010 [37] Mielnik-Sikorska M. et al. 2013 [38] De Fanti S. et al. 2015 [39] Benazzi S. et al.
2015 [40] Coia V. et al. 2016 [41] Fedorova S.A.et al. 2013 [42] Kushniarevich A. et al. 2013
[43] Olivieri A. et al. 2013 [44] Pichler I. et al. 2010 [45] Raule N. et al. 2014 [46] Moilanen
J.S. et al. 2003 [47] Kivisild T. et al. 2006 [48] Greenspan B. 2007, données non publiées [49]
Greenspan B. 2008, données non publiées [50] Pike D.A. et al. 2010 [51] Greenspan B. 2011,
données non publiées [52] Soini H.K. et al. 2012 [53] Greenspan B. 2013, données non publiées
[54] Soini H.K. et al. 2013 [55] Greenspan B. 2014, données non publiées [56] Greenspan B.
2015, données non publiées [57] Greenspan B. 2017, données non publiées [58] Greenspan B.
2018, données non publiées [59] Loe J.et al. 2018, données non publiées [60] Greenspan B.
2019, données non publiées [61] Krahn T. et al. 2019, données non publiées [62] Kiiskila J. et
al. 2019 [63] Paone R. 2020, données non publiées [78] Kiiskila J. et al. 2019 [64] Jones E.R.
et al. 2015 [65] Haak W. et al. 2015 [66] Matisoo-Smith E. et al. 2018 [67] Posth C. et al.
2016 [68] Bollongino R. et al. 2015 [69] Fu Q. et al. 2013 [70] Fu Q. et al. 2016 [71] Olalde I.
et al. 2018 [72] Rivollat M. et al 2020 [73] Olalde I. et al. 2015 [74] Lipson M. et al. 2017 [75]
Brotherton P. et al. 2014 [76] Furtwaengler et al. 2020 [77] Allentoft et al. 2015 [79] Mathieson
et al. 2015 [80] Bollongino R. et al. 2013 [81] Olalde et al. 2019 [82] Gamba et al. 2014 [83]
Nepararaczki et al. 2017 [84] Chylenski et al. 2017 [85] Seguin-Orlando et al. 2021

5.7.5.2 Analyses a partir des mitogénomes sélectionnées dans la base de données

du Laboratoire de Strasbourg

Nous avons réalisé des analyses en composantes principales (ACP) pour interpréter et
visualiser ces jeux des données (Tableau 5.3).
Cette méthode statistique explore les données multivariées pour extraire les informations clés
et les synthétiser en quelques variables appelées composantes principales le long desquelles la
variation des données est maximale.

Ainsi, 'ACP va réduire les dimensions d’une donnée multivariée a deux ou trois compo-
santes principales qui seront ensuite visualisées en perdant le moins d’information possible.
Pour construire les ACP nous avons utilisé le logiciel R version 3.5.3 avec le package Facto-
MineR (283)).
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Par la suite, un median joining Network a été généré a partir des haplotypes mitochon-
driaux retrouvés aux Mont-Aimé et ceux présents dans la base de donnée du laboratoire
de Strasbourg afin d’établir des réseaux phylogénétiques. Ce network a été réalisé grace a
l’algorithme Median Joining de la version 10.1.0.0 du logiciel Network (Fluxus Engineering).

5.8 Analyses du chromosome Y

5.8.1 Génotypage avec le kit Yfiler et Yfiler Plus

Apres avoir identifié et confirmé par les différents kits les individus de sexe masculin (In-

vestigator 24plex QS, QIAGEN ; GlobalFiler Kit, ThermoFisher Scientific; Kit UTX, UTY,
SRY selon Cadamuro et al. 2015 (276)), le génotypage des STR du chromosome Y (Y-STR)
a été effectué a laide des kits d’amplification AmpFISTRYfiler (284) et YfilerPlus (285)
(Thermo Fisher Scientific) utilisés en médecine légale et, qui permettent la co-amplification
et la détection de 17 et 27 Y-STR respectivement (Tableau 5.4).
Le kit Yfiler Plus comprend les 17 marqueurs du kit Yfiler ainsi que 10 nouveaux marqueurs Y-
STR hautement polymorphes supplémentaires (DYS449, DYS460, DYS481, DYS533, DYS576,
DYS627, DYS518, DYS570, DYF387S1a/b. Ces 5 derniers loci Y-STR ayant un taux de mu-
tation qui varient entre 1,14 x 102 et 1,46 x 102 mutation / locus / génération), ils permettent
une meilleure discrimination des individus apparentés.

Réactifs fluorescents Marqueurs du Kit Yfiler

6-FAM™ DYS456 DYS3891 | DYS390 ‘ DYS38911
DYS458 DYS19 DYS385a/b
DYS393 DYS391 | DYS439 DYS635 ‘ DYS392
Y-GATA H4 | DYS437 | DYS438 DYS448

Réactifs fluorescents Marqueurs du Kit YfilerPlus

6-FAM™ DYS576 DYS3891 | DYS635 DYS389I1 | DYS627
DYS460 DYS458 | DYS19 YGATAH4 | DYS448 ‘ DYS391
DYS456 DYS390 | DYS438 DYS392 DYS518
DYS570 DYS437 | DYS385 a/b | DYS449

SID™ DYS393 DYS439 | DYS481 DYF387S1 \ DYS533

Tableau 5.4 — Marqueurs du kit AmpFISTRYfiler et YfilerPlus et ses réactifs fluorescents
associés

Les protocoles recommandés par le fabricant ont été suivis, exception faite du nombre
de cycles de PCR qui a été augmenté a 34. Les produits d’amplification des STR du chro-
mosome Y ont été détectés sur lanalyseur génétique ABI PRISM 3730 et 3500 (Thermo
Fisher Scientific) sur la plateforme GeT PlaGe a Toulouse et au laboratoire de Strasbourg
respectivement.
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5.8.2 Génotypage avec le kit CombYplex

Nous avons utilisé un deuxiéme typage a partir du kit multiplex de 32 Y-STR Comb Yplex
(1) qui posséde un panel de Y-STR ayant des mutations entre 3,85 x 10 a 1,45 x 102
mutation/locus/génération. Ce kit comporte deux panels M1 et M2 qui se caractérisent par
des taux de mutations moyen et élevé respectivement.
Ceci permet un fort pouvoir de discrimination entre populations et entre individus, méme sur
une petite taille d’échantillon. Ces panels multiplexes ont été congus en utilisant des amplicons
courts, avec une taille maximale de 356 pb (DYS533 du panel M2) (1). Ils peuvent étre testés
indépendamment ou combinés, selon le degré de résolution requis (Tableau 5.5).

Dans un premier temps, nous avons utilisé ce kit sur des échantillons appartenant a des
populations humaines contemporaines (1). Une fois ce kit validé sur des données modernes,
nous 'avons testé sur nos échantillons anciens du Mont-Aimé. Pour cela, nous avons fait le
choix d’utiliser le panel M2 ayant des taux de mutation rapides pour analyser la diversité
génétique de nos échantillons.

En effet, le kit M2 comprend des marqueurs qui permettent de typer le sexe moléculaire (276),
et 14 Y-STR hautement polymorphes (Tableau5.5) (1).

Leurs taux de mutation varient de 3,32 x 103 & 1,45 x 102 mutation / locus / génération. Ce
kit partage certains marqueurs Y-STR avec les kits Yfiler (DYS458) et YfilerPlus (DYS481,
DYS460, DYS533, DYS576, DYS570).

Réactifs fluorescents Marqueurs Panel M1
6-FAM™ DYS485 | DYS588 | DYS502 DYS461 \ DYS638
DYS587 | DYS575 DYS578
DYS508 | DYS640 DYS511
DYS556 | DYS517 DY565 \ DYS538
Réactifs fluorescents Marqueurs Panel M2
6-FAM™ SRY UTX UTY | Y-GATA-A10 | DYS570 | DYS549
DYS442 | DYS510 DYS541
DYS513 DYS458
DYS612 | DYS444 | DY533

Tableau 5.5 — Marqueurs du kit CombYplex et ses réactifs fluorescents associés d’apres Boua-
kaze et al. (2020) (1).

L’amplification des marqueurs a été réalisée dans un volume de réaction de 12,5 pL :
6,25 pL de kit QTAGEN Multiplex PCR, Plus (Qiagen), 1,25 pL. de solution Q (Qiagen), 4
nL du mélange d’amorces CombYplex M2 et 1 nL. de matrice d’ADN (la limite de détection
testée est de 2-2,5 ng). Les conditions d’amplification ont été les suivantes : 95 °C pendant 5
minutes ; 30 cycles : 95 °C pendant 30 secondes, 62 °C pendant 90 secondes, 72 °C pendant 30
secondes ; 68 °C pendant 30 minutes. Les produits de PCR ont été détectés sur un analyseur
génétique ABI 3730 (Thermo Fisher Scientifi) sur les plateformes GeT PlaGe (Castanet-
Tolosan, France) et GeT-Purpan (Toulouse, France). Les données ont été analysées a l'aide
du logiciel GeneMapper version 4.0 (Thermo Fisher Scientific). Au moins deux amplifications
ont été effectuées sur chaque échantillon.
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5.8.3 Génotypage des Y-SNP

Pour le génotypage des Y-SNP, les amorces de PCR ont été congues avec le logiciel Primer
3 (286; 287) et vérifiées in silico pour détecter des interactions potentiellement défavorables
(Tableaux 5.6 et 5.7).
Les SNP du chromosome Y ont été réalisés avec le kit SNaPshot Multiplex (Thermo Fisher
Scientific). L’amplification PCR SinglePlex a été réalisée dans un volume réactionnel de 25
nL, contenant 1X GeneAmp 10X PCR Tampon II, 2 mM MgCI2, 200 ptM de mélange dANTP
(Thermo Scientific), 1,25 unité de polymérase ’ADN AmpliTaq Gold (Thermo Fisher Scien-
tific), 2 pL de matrice ’ADN génomique et des amorces PCR de 0,25 pM (Sigma-Aldrich).

Les réactions ont été effectuées dans un thermocycleur dans les conditions suivantes : 5

minutes a 95 °C, suivies de 12 cycles de 30 secondes a 95 °C, 30 secondes a 62 °C (avec -0,5
°C par cycle), 30 secondes a 72 °C, puis 28 cycles de 30 secondes a 95 °C, de 30 secondes a
56 °C, de 30 secondes a 72 °C et d’une extension finale de 7 minutes & 72 °C. Les produits
de PCR ont été purifiés en ajoutant 0,5 pL. de kit PCR ExoSAP-IT (GE Healthcare) a 1 pL
de produit de PCR et une incubation de 60 minutes a 37 °C suivie de 15 minutes a 80 °C.
Ensuite, une extension d’amorce a base unique a été réalisée dans un volume réactionnel de
5 nL, contenant 0,2 ul. de kit multiplex ABI PRISM SNaPshot (Thermo Fisher Scientific),
1.5 nL. de produit PCR purifié et d’amorces d’extension 0,3 pM (Sigma-Aldrich).
Les réactions ont été effectuées dans un thermocycleur dans les conditions suivantes : 25 cycles
de 10 secondes a 96 °C, 5 secondes a 50 °C et 30 secondes a 60 °C. Les produits de la réaction
ont été purifiés en ajoutant 1 unité de phosphatase alcaline (shrimp alkaline phosphatase, GE
Healthcare) a 1 pLi de produit d’extension et en incubant pendant 30 minutes & 37 °C puis
pendant 15 minutes a 85°C. Enfin, les amorces étendues ont été analysées par électrophorese
capillaire sur un analyseur génétique ABI 3730 (Thermo Fisher Scientific) sur la plate-forme
GeT PlaGe a Toulouse.

Au moins cinq amplifications indépendantes ont été effectuées pour chaque échantillon,
dont quatre qui ont été amplifiées a partir du traitement par 'enzyme USER (qui catalyse
I’excision d’une base uracile, formant un site abasique ou apyrimidinique, tout en laissant le
squelette phosphodiester de I’ADN intact) pour confirmer les résultats antérieurement obtenus
sans traitement avec cette enzyme et donc sur un ADN non réparé. Toutes les séquences et
les réactions de PCR SinglePlex ont été validées par des échantillons modernes pour lesquels
I’haplogroupe était connu.
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5.8.4 Analyses de la variabilité génétique

Les fréquences des haplotypes et I'index de différentiation génétique entre paires des po-
pulations (Fst) ont été calculées avec le logiciel Arlequin version 3.5.2.2 (282). Les indices de
diversité standard ont été calculés pour la diversité haplotypique (HD) selon la formule de
Nei 1987 (288) : HD =nl —Xpi2/(n— 1) (288), ou n et xi indiquent le nombre d’haplotypes
dans I’ensemble de données et la fréquence relative du ieme haplotype, respectivement.

La capacité de discrimination (DC) a été déterminée par le rapport entre le nombre
d’haplotypes différents et le nombre total d’haplotypes. La probabilité de correspondance
(MP) a été calculée comme la somme des fréquences de chaque haplotype élevée au carré. Les
alleles DYS38911 ont été codés par la différence (appelée DYS389IL.I) entre le nombre total
de répétitions a DYS389II et le nombre de répétitions & DYS389I. Les haplotypes DYS385
a/b ont été traités comme des alleles simples.

5.8.5 Analyses des données et détermination des haplogroupes

Les données obtenues du génotypage des Y-STR ont été analysées a l'aide du logiciel
GeneMapper version 4.0 (Thermo Fisher Scientific). Par la suite, les données d’haplotype Y-
STR ont été analysées avec deux logiciels en ligne pour prédire les haplogroupes Y-STR : Y
Haplogroup Predictor (http ://www.hprg.com/ hapest5 / (289; 290)) et NEVGEN, prédicteur
d’haplogroupe d’ADN-Y (http : // www. nevgen.org/).

Pour évaluer les résultats obtenus, nous avons testé les profils Y-STR a ’aide du logiciel
PredYMalLe (1), Annexe A). Ce programme utilise une approche de Machine Learning pour
prédire les haplogroupes a partir d’un ensemble de marqueurs Y-STR a partir de 3 modeles :
Support Vector Machines (SVM), Random Forest Classifiers et k-Nearest Neighbours (kNN).
Ces modeles construisent un classifieur (une fonction) qui mappe un point dans I’espace du
probléme (ici, un échantillon défini par ses répétitions pour un ensemble donné de STR) a
une classe donnée (ici, un haplogroupe).

Sur la base des prédictions des haplogroupes du chromosome Y antérieurement décrites,
un ensemble de cing SNP du chromosome Y (Y-SNP) a été sélectionné selon la nomencla-
ture ISOGG 2019 (www.isogg.org) : M170, M253, M438, P37.2, M223, qui définissent les
haplogroupes I, I1, 12, I2ala, I2albl respectivement.

5.8.6 Haplotypes et comparaison avec des bases de données

Les haplotypes des individus du Mont-Aimé ont été comparés aux haplotypes francais et
européens anciens et modernes trouvés et répartis dans trois bases de données, qui ont été
constituées comme nous les décrirons par la suite.
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5.8.6.1 Base de données interne au laboratoire de Strasbourg et YHRD

Une fois nos haplotypes obtenus, nous les avons comparés avec la base de données du
laboratoire de Strasbourg. Cette base de données est composée de 336000 haplotypes Y-STR
dont plus de 400 haplotypes anciens répertoriés dans la littérature.

Nous avons aussi réalisé une consultation dans la base de données publique YHRD
(https ://yhrd.org/) (291) qui répertorie 261 122 haplotypes Yfiler et 89 554 Yfiler Plus, dont
2865 profils enregistrés Yfiler et Yfiler Plus appartenant a I’haplogroupe I et 557 haplotypes
francais. (derniére consultation le 28 septembre 2020).

5.8.6.2 Base de données interne au laboratoire de Toulouse

Par la suite, pour optimiser nos données obtenues, nous avons constitué, une deuxieme
base de données interne a partir des profils Yfiler appartenant a I’haplogroupe 12 dans des
populations anciennes (grotte de Treilles (12) et contemporaines de 13 pays européens ou
I’haplogroupe 12 est fortement répandu (Albanie, Autriche, Bulgarie, Bosnie-Herzégovine,
Chypre, Hongrie, Italie, Macédoine, Monténégro, Serbie, Suisse, Espagne et France) (Figure
5.4, Tableau 5.8).

En France, les profils Yfiler de sept régions ont été compilés a partir de Ramos Luis et al.
(2014) (292) : Auvergne (n=4); Midi-Pyrénées (n=7) ; Nord-Pas-de-Calais (n=7) ; Provence-
Alpes-Cote-d’Azur (n=4); Ile de France (n=7); Bretagne (n=15); Alsace (n=7). De plus,
huit nouveaux haplotypes Yfiler 12 des Pyrénées ont été intégrés dans notre base de données
européenne (Données personnelles P.Balaresque).

® Sous-ensemble 12 Y-STR

A partir de cette méme base des données, nous avons également créé un sous-ensemble en
réduisant l'analyse a 12 Y-STR (que l'on retrouve dans le kit PowerPlexY12 System, Pro-
mega Corporation a savoir DYS391, DYS389I, DYS439, DY S389I1, DYS438, DYS437, DYS19,
DYS392, DYS393, DYS390, DYS385 a/b) afin d’inclure et de comparer des individus de la
période Urnfield de 1’dge du bronze final de la grotte de Lichtenstein en Allemagne (n=11)
qui appartiendraient a I’haplogroupe 12 (Annexe B, Tableau 5.8 Figure 5.4 (293; 294)).
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Populations modernes (N= 894)
Région Géographique Pays N Références Y-STR Y-STR Panel
Europe de 'Ouest France 50 1] Yfiler*
France 8 | [Données personnelles P.Balaresque] Yfiler*
Espagne 80 2] Yiiler*
Méditerranée orientale Chypre 35 [4-6] Yfiler*
Méditerranée centrale Calabre 19 3] Yfiler*
Sicilia 13 3] Yfiler*
Sardaigne 177 [7-9] Yfiler*
Italie continentale | 20 [7] Yfiler*
Europe centrale Autriche 23 [11-12] Yfiler*
Suisse 40 [21] Yfiler*
Europe du sud-est Serbie 97 [14,15] Yfiler*
Monténégro 127 [14] Yfiler*
Bosnie-Herzégovine | 49 [16] Yiiler*
Macédoine 62 [20] Yfiler*
Bulgarie 44 [13] Yfiler*
Albanie 21 3] Yfiler*
Hongrie 29 [10] Yfiler*
TOTAL Yfiler 894
TOTAL ButlerPlex France 46 | [Données personnelles P.Balaresque] ButlerPlex
Populations anciennes (N= 12)
Grotte de Treilles France 1 [17] Yfiler*
Grotte de Lichtenstein Allemagne 11 [18, 19] PPY12**
TOTAL 12

Tableau 5.8 — Populations dans la base de données interne du Laboratoire de Toulouse utilisées
pour les analyses des haplotypes Y-STR modernes et anciens européens.

Notes : N, nombre d’individus; [1] Ramos-Luis et al. 2014 ; [2] Martinez-Cadenas et al.
2016 ; [3] Sarno et al. 2016 ; [4] Gurkan et al. 2017 ; [5] Heraclides et al. 2017 ; [6] Voskarides
et al. 2016; [7] Boattini et al. 2013; [8] Ghiani et al. 2009; [9] Lacerenza et al. 2017; [10]
Pamjav et al. 2017; [11] Erhart et al. 2012; [12] Niederstatter et al. 2012; [13] Karachanak
et al. 2013 ; [14] Mirabal et al. 2010; [15] Regueiro et al. 2012; [16] Dogan et al. 2016; [17]
Lacan et al. 2011 ;[18] Schilz 2006 ; [19] Seidenberg 2016 ; [20] Jankova et al. 2019 ; [21] Zieger
et al. 2020 . *ThermoFisher Scientific; **Promega Corporation.

5.8.6.3 Base de données ButlerPlex

Nous avons joint 46 profils Y-STR précédemment typés avec le kit ButlerPlex (295) (Don-
nées personnelles P. Balaresque) et qui ont été collectés dans sept régions de France (Vendée,
n=>5; Loire-Atlantique, n=4; nord-sud Finistére, n=9; Ile et Vilaine n=4; Baie de Somme,
n=8; Basques, n=12; Haute-Garonne, n=4, Figure 5.4, Tableau 5.8). Treize Y-STR de ce kit
sont partagés avec le kit Yfiler, par conséquent, nous avons construit une troisieme base de
données appelée « 13-Y-STR ButlerPlex Database » avec 46 individus francais.
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5.8.7 Analyses a partir des bases de données

Ces trois bases de données nous ont permis de comparer les données génétiques obtenues
pour les individus du Mont-Aimé avec celles de populations modernes et anciennes euro-
péennes.

Nous avons réalisé des analyses en composantes principales (ACP) pour interpréter et visua-
liser ces jeux des données. Pour construire les ACP nous avons utilisé le logiciel R version
3.5.3 avec le package aded (283).

Par la suite, nous avons effectué une analyse inter-classes ou BCA (296) afin d’examiner les
différences entre les populations francaises et européennes, y compris les populations anciennes
(Mont-Aimé et la grotte de Treilles) a l'aide du package ade4 présent dans le logiciel R
version 3.5.3 (283). Les différences sont testées a I’aide d’un test de Monte-Carlo avec 1000
permutations. Puis, suivant la méthode ward D2, des clustering par segmentation hiérarchique
ascendante ont été réalisées sur les distances euclidiennes entre les barycentres de chaque
population (283).

Un réseau phylogénétique a été utilisé afin de montrer les liens phylogénétiques des haplo-

types Y-STR, avec l’aide du logiciel Network version 10.1.0.0 (Fluxus Engineering). Un réseau
median joining Network a été généré a partir des haplotypes Y-STR au sein des individus
appartenant a ’haplogroupe 12 anciens (n 7, 1 Treilles et 6 Mont-Aimé) et modernes (n 894)
en Europe et en France.
En raison du niveau élevé de réticulation du clade 12, nous avons choisi de pondérer les mar-
queurs pour simplifier la structure. Pour cela nous avons utilisé le taux de mutation dit «
pedigree », qui se base sur la détection directe des mutations dans les paires pere-fils. Il varie
de 1.797 a 4.238 x 103 / STR / génération (YHRD (291)).

Nous avons pondéré le network en fonction du taux de mutation du plus lent au plus
rapide, avec un taux de mutation relatif. En conséquence sur une plage de pondération de
0 (le plus mutable) a 10 (le moins mutable) nous proposons un taux relatif comme suit : 10
(DYS438 et DYS392), 4 (DYS393, DYS437, DYS448), 3 (DYS19, DYS391, DYS390, DYS3891,
DYS385 a / b) 2 (GATA-H4), 1 (DYS635, DYS389II, DYS456) et 0 (DYS439 et DYS458).

Concernant les calculs du TMRCA (Time to the Most recent common ancestor), nous
avons utilisé deux programmes :

® Le logiciel Network a partir duquel il est possible de calculer la statistique rho (p) qui
correspond au nombre moyen de changements nucléotidiques entre ’haplotype ancestral
et chaque individu de I’échantillon. Les changements sont comptés a partir du réseau
lui-méme plutdt que par estimation & partir du nombre de différences observées entre
deux haplotypes; cela tient compte de la réversion et du parallélisme possibles sur des
sites avec des taux de mutations plus élevés.
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® Le logiciel TMRCA Calculator (http ://faculty.scs.illinois.edu/ mcdonald/tmrca.htm)
qui calcule la probabilité que deux haplotypes aient un certain nombre de générations
(intervalle de confiance de 95%) entre eux, en se basant sur la formule standard des
alleles infinis de Walsh (297). Il calcule a la fois la probabilité d’étre & un nombre exact
de générations remontant a l'ancétre commun le plus récent (MRCA) d’une certaine
paire d’haplotypes et la probabilité cumulative que le nombre réel de générations soit
inférieur a une certaine valeur. Pour cela, ce logiciel demande le nombre de marqueurs
utilisés (dans notre cas 17 Y-STR), le nombre des marqueurs différents entre les deux
haplotypes a calculer, et le taux de mutation que ’on souhaite appliquer.
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6.1 Analyse des échantillons

A partir des 69 mandibules qui nous ont été confiées, 58 individus disposant de dents bien
conservées et sans caries ont été sélectionnés, soit 29 par hypogée. Deux a quatre dents par

individu ont été prélevées, sauf pour 2H29 qui présentait une seule dent.
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Une fois ’ADN extrait selon les protocoles décrits (Chapitre 5), nous avons réalisé des
analyses préliminaires en amplifiant deux fragments de la région HVI de I’ADN mitochondrial :
un fragment de 150 pb (HVIa) et un fragment de 250 pb (HVIb).

Les produits de 'amplification visualisés apres migration sur un gel d’agarose 2% (Figure 6.1),
ont permis d’estimer de manieére approximative la qualité et la quantité d’ADN mitochondrial
présent dans chaque échantillon.

Le fragment de 150 pb a été amplifié pour 56 des 58 individus testés, les individus 2H13
et 2H16 situés dans I’hypogée 2 n’ont jamais amplifié malgré nombreux essais. Tandis que le
fragment de 250 pb n’a que rarement été amplifié (en moyenne 1 amplification de ce fragment
sur 3, par échantillons, et seulement dans 40% d’individus) attestant de la dégradation de
I’ADN ancien étudié.

A partir de ces résultats, nous avons développé nos analyses génétiques sur ces 56 sujets
pour lesquels nous avons obtenu de ’ADN exploitable.

)

- — Al - - o Gk

FIGURE 6.1 — Gel d’agarose a 2% apres amplification et migration du fragment d’ADNmt de
150pb. Puits 2, 3, 4 et 5 : fragment de 150pb (HVIa) obtenu pour 4 individus du Mont-Aimé;
puit 6 : blanc d’extraction; puit 7 : blanc de PCR ; puit 8 : controle positif (ajouté dans la
salle de pre-PCR dans le laboratoire d’ADN moderne) ; M : marqueur de taille 50 pb.

Une quantification plus précise de ’ADN génomique a également été réalisée par PCR
quantitative sur 14 individus de sexe masculin (Chapitre 5). Les valeurs de cette quantification
sont comprises entre 0,00069 et 0,03819 ng/nL, et 'indice de dégradation est compris entre
3.29 et 24.13 (Tableau 6.1).
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. Quantité Moyenne Indice de
Echantillon Target (ng/pl) dégradation

T.Large Autosomal 0,000638

1HO1 T.Small Autosomal 0,003513 5,767416954
T.Y 0,003446
T.Large Autosomal 0,000044

1HO7 T.Small Autosomal 0,000966 24,13431549
T.Y 0,000778
T.Large Autosomal 0,000153

1HO8 T.Small Autosomal 0,000696 8,306715965
T.Y 0,000371
T.Large Autosomal 0,00029

1H13 T.Small Autosomal 0,00199 6,774875164
T.Y 0,003192
T.Large Autosomal 0,00011

1H16 T.Small Autosomal 0,001414 13,32596016
T.Y 0,001172
T.Large Autosomal 0,011595

1H37 T.Small Autosomal 0,038196 3,295499325
T.Y 0,041459
T.Large Autosomal 0,000122

1H38 T.Small Autosomal 0,001288 13,42019844
T.Y 0,001806
T.Large Autosomal

2HO07 T.Small Autosomal 0,002285 ND
T.Y 0,001497
T.Large Autosomal 0,0009

2HO08 T.Small Autosomal 0,005091 5,840008736
T.Y 0,006617
T.Large Autosomal 0,000455

2H09 T.Small Autosomal 0,007249 16,09292221
T.Y 0,009449
T.Large Autosomal 0,00149

2H10 T.Small Autosomal 0,010583 ND
T.Y 0,01031
T.Large Autosomal 0,000301

2H11 T.Small Autosomal 0,001843 6,326787949
T.Y 0,001968
T.Large Autosomal 0,000355

2H12 T.Small Autosomal 0,002028 7,333060741
T.Y 0,002996
T.Large Autosomal 0,000671

2H17 T.Small Autosomal 0,003505 5,217552662
T.Y 0,003247

Tableau 6.1 — Quantification de ’ADN de 14 individus masculins des hypogées du Mont-Aimé
au moyen du kit Quantifiler Trio DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific)

Notes : La concentration d’ADNg (ADN génomique) de chaque échantillon a été considérée
comme égale a la concentration en fragments courts autosomiques, comme conseillé par le
fabricant (Thermo Fisher Scientific). L’indice de dégradation (Degradation index mean) a
été calculé a partir du rapport de la concentration du produit le plus court divisé par la
concentration du produit le plus long. ND, Indice de dégradation non déterminé.
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6.2 Critéres d’authenticité

Outre les précautions drastiques prises lors des étapes de décontamination des échantillons
puis d’extraction et d’amplification de ’ADN (Chapitre 5) afin d’éviter toute contamination
par de 'ADN moderne, un certain nombre de critéeres nous ont permis de valider 'authenticité
des résultats obtenus.

® Les résultats de nos analyses, menées pour un méme individu a partir de plusieurs
prélevements (au moins deux dents) et de plusieurs extractions et amplifications indé-
pendantes, ont pu étre reproduits.

® Les profils génétiques des individus anciens sont différents de ceux des personnes impli-
quées dans I’échantillonnage sur le terrain, I’étude anthropologique, ou les analyses de
biologie moléculaire (Annexe F) . De plus, ces derniéres ont été menées par du personnel
féminin, excluant la possibilité d’une contamination lors de I'analyse du chromosome Y.

® Une corrélation négative entre le succes de 'amplification des STR (autosomaux et du
chromosome Y) et la longueur des produits d’amplification a été observée.

® Enfin, les résultats obtenus sont cohérents par rapport aux haplogroupes retrouvés dans
des échantillons anciens et modernes européens.

6.3 Typage génétique du sexe

Sur les 56 échantillons retenus pour la suite des analyses sur la base de 'amplification d’un
fragment d’ADNmt de 150 pb, nous avons pu déterminer le sexe moléculaire de 40 d’entre
eux. Le critere de validation du sexe moléculaire correspond a ’amplification chez les hommes
d’au moins un des deux marqueurs sur le chromosome Y et chez les femmes du marqueur du
chromosome X (Figure 6.2, Tableau 6.2).

W Femmes W Hommes ndeterming

13

Hy pogée 1 Hypogée 2

FIGURE 6.2 — Détermination du sexe moléculaire dans les deux hypogées du Mont-Aimé.
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HYPOGEE 1 HYPOGEE 2
ID SRY | UTY | UTX | SEXE ID SRY | UTY | UTX | SEXE

1HOL | + | + n M | 2HOL | (+) | - - ?
1HO2 + + - M 2HO02 - - - ?
1HO3 - - + F 2HO03 - - + F
1HO4 - - + F 2H04 - - - ?
1HO5 | (+) | - - 7 |2HO05 | + | + - M
1HO6 - - + F 2HO06 - - + F
1HO7 | + + (+) M | 2HO7 | + + + M
1HO8 + + + M 2HO08 + + + M
1HO09 | + + (+) M | 2HO09 | + + + M
1H10 - - + F 2H10 + + + M
1H11 - - - ? 2H11 + + + M
1H12 + + (—l—) M 2H12 + + + M
1H13 | + | + n M | 2H14| + | () | - M
1H14 - - + F 2H15 - - - ?
1H15 - - + F 2H17 + + + M
1H16 | + + (+) M | 2HI8 | + + (+) M
1H17 - - + F 2H19 - - - ?
1H18 - - + F 2H20 - - - ?
H9 | + | (1) | - M | 2H21 | + - - M
1H20 - - - ? 2H22 - - - ?
1H21 | + (+) | () M | 2H23 | - - + F
1H22 - - - ? 2H24 + (—l-) - M
1H23 - - - ? 2H26 - - - ?
1H27 | + (+) - M | 2H27 | + (+) | (+) M
1H29 - - + F 2H28 + - - M
1H32 | + - (+) M | 2H30 | (+) | (+) | (+) ?
1H35 | - - n F [2H31 | + | (1 | () | M
1H37 + + + M
1H38 + + + M

Tableau 6.2 — Résultats obtenus pour le typage génétique du sexe de 56 individus du Mont-

Aimé.
Notes : « - », marqueur pas amplifié pour le locus concerné; ( ), alleles observés une fois

pour le locus concerné ; M, sexe masculin ; F, sexe féminin ; 7, sexe non déterminé; ID, code

laboratoire de I’échantillon ; N, numéro d’échantillon
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HYPOGEE 1] 2 [1et2

Adultes 19 | 13 32
Adultes hommes 11 | 11 22
Adultes femmes 8 2 10
Enfants 4 4 8
Enfants hommes 2 3 5

Enfants femmes 2 1 3

TOTAL Déter- | 23 | 17 40
minés

ND/NC 6 | 10 16

Tableau 6.3 — Nombre d’individus adultes et enfants parmi les 56 sujets du Mont-Aimé établi
sur la base de données moléculaires.

Les éléments osseux des squelettes ayant été systématiquement remaniés au cours de
I'utilisation des deux sites funéraires, il n’y a pas été possible d’associer les mandibules aux
os longs ou aux os coxaux des squelettes a partir desquels les études anthropologiques ont
permis de déterminer I’age et le sexe (253; 255; 256; 257). Ces études ont montré qu’il existe
autant d’hommes que de femmes et ceci dans les deux hypogées.

A partir des données génétiques, nous avons souhaité vérifier s’il existait une différence
significative entre le nombre d’hommes et de femmes dans les deux hypogées. Pour cela, nous
avons réalisé un Test exact de Fisher qui montre que cette différence n’est pas significative
(p-value : 0.10376321968934, avec intervalle de confiance a 95% [0.0422; 1.4391]).

Le Tableau 6.3 résume le nombre d’individus masculins et féminins qui ont pu étre iden-
tifiés pour continuer avec nos analyses ainsi que les individus indéterminés.
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6.4 Analyse des STR autosomaux et parentés

A partir des 40 individus dont le sexe moléculaire a pu étre déterminé, nous avons sé-
lectionné 30 individus : 13 femmes (caractérisées par un marqueur UTX amplifié au moins
deux fois) et 17 hommes (avec des résultats reproductibles pour les 2 marqueurs UTY et
SRY, Tableau 6.4). En effet, ces 30 individus semblaient porteurs d’'un ADN suffisamment
bien conservé pour permettre I’analyse de STR autosomaux (STRa).

HYPOGEE 1|2 [1et2
Adultes 17 | 10 27
Adultes hommes 9 8 17
Adultes femmes 8 2 10
Enfants 2 1 3
Enfants hommes 0 0 0
Enfants femmes 2 1 3
TOTAL 19 | 11 30

Tableau 6.4 — Répartition des 30 individus identifiés a partir du sexe moléculaire dans les
deux hypogées

Des profils STR consensus ont été produits a partir des différents profils obtenus pour
un méme individu a partir de plusieurs extractions et amplifications. Ces profils génétiques
consensus sont complets (21 STRa) pour 12 individus, quasiment complets (20 STRa) pour
6 individus et plus ou moins partiels (19 & 9 STRa) pour 12 individus.

Par ailleurs, le géne de I’'amélogénine ainsi que I'indel et le STR présents sur le chromosome
Y (3 marqueurs inclus dans le kit utilisé pour permettre la détermination moléculaire du sexe

des individus testés) ont confirmé les données précédemment obtenues au moyen du test
2Y /1X (Section 6.3).

Nous avons procédé a I’étude des parentés proches entre les individus, a l'intérieur de
chacun des hypogées et entre les hypogées (Figure 6.3), en calculant les rapports de vraisem-
blance ou LR (pour Likelihood Ratio) sur chaque paire d’individus et pour chaque catégorie
de relation (Annexe D).

Ces analyses ont révélés 4 relations de proche parenté : 2 relations de type parent/enfant
(PO pour Parent-Offspring), 1 relation de type ou fratrie (F'S pour Full Sibling) et une relation
de type second degré (HS pour Half Sibling) (Annexe D).

® La premiere parenté de type parent/enfant est observée a l'intérieur de I’hypogée 2
entre deux individus adultes de sexe masculin (2H10 et 2H17). Leur profils génétiques
ne présentent aucune exclusion allélique entre chaque paire étudiée et la valeur de LR
(LR=21649,1) correspond & une probabilité de 99,995%.

® La deuxiéme parenté de type PO est observée entre un homme et une femme adultes
(2H11 et 1HO6 respectivement) retrouvés 'un dans ’hypogée 2, 'autre dans ’hypogée 1.
Leurs profils complets présentent au moins un allele commun a chacun des loci amplifiés
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ID D3S1358 vWA D16S539 | CSF1PO TPOX Yindel AMEL | D8S1179 D21S11 D18S51 | DYS391 | D2S441
1HO1 [ 15/18 16/17 11/12 (11)/12 (3/8) 2 XY 11/15 31/31 (16)/18 11 11.3/15
THO3 | 17/18 16/18 9/(11) , , XX 13/14 30/31.2 (14/16) 11/14
1[04 | 17/18 18/19 | 13/(14) (11/12) (8/8) XX 13/13 31.2/312 | (16)/18 10/14
1HO6 | 17/18 15/17 13/15 (11)/12 (3/8) XX 11/14 29/31.2 (14/16) 10/11
1HO7 | (15)/17 , 11/(14) 10/10 (8/8) 2 XY 11/13 (28/342) | (11/11) , 10/11.3
1H0S | 17/18 17/18 11/13 10/10 (11/11) 2 XY 11/13 29/30.2 14/15 (i) 11/12
1H09 - B B B , 2 Y (15/15) B - B (14/14]
THI0 | 14/15 15/16 11/11 (10/11) (8/8) XX 13/13 28/30 (13/16) 11/11.3
1HIZ | (16/16) B B B B 2 XY) (13/14) | (29.3/29.3) - B 11/14
1H15 | 16/18 17/18 3/12 (11)/12 (8/12) 2 XY 11/12 28/29 15/(18) (1) 11/11
THI4 | 15/17 14/14 (9/12) 12/12 (8/8) XX 11/(15) 30/30 (18/18) 10/11
1H15 | 16/16 14/14 | (13/13) B (11/11) XX 14/14 (28/28) 17/17 14/14
1HI6 | 15/18 18/18 (9/12) B 8/(11) 2 XY 13/14 24.2/28 - B 10/11
THI7 | 15/17 15/15 11/(13) 12/12 (8/8) XX 10/15 (30/30) (14/17) 11/15
1H18 [ 16/17 14/16 12/14 (12/12) (9/11) XX 13/16 28/29 (i1)/21 11/11
1H29 | 15/16 | 15/(18) | (12/12) , (11/11) XX 10/14 28/31.2 - 11/14
135 | 14/15 15/17 11/13 (12/12) (8/10) XX 13/11 29/30 (14/15) 11/11
1H37 | 15/19 15/16 11/13 11/13 (8)/11 2 XY 11/11 30/30 12/15 10 11/11.3
1H38 | 15/18 16/17 9/13 10/12 (8/11) 2 XY 14/15 24.2/30 15/21 (11) 11/14
2H03 | 16/18 14/19 9/9 (10/12) (8/11) XX 14/15 29/29 16/16 10/12
2H06 | 16/17 | (16)/17 | (12/12) B (8/11) XX 10/11 - (12/12) 11/14
2H07 | 17/18 15/18 9/13 10/11 (3/8) 2 XY 13/15 30/30 (14/16) (1) 11/12
2H0S | 14/15 16/19 12/14 12/12 9/11 2 XY 12/13 30.2/30.2 | 17/(19) ) 11/14
2009 | 16/16 16/17 9/13 B (8/11) 2 XY 11/11 30/33.2 13/15 B 11.3/12
2HI10 | 16/17 | (15)/18 | 11/12 B (3/8) 2 XY 10/13 30/31 (14)/18 B 14/14
2HI1 | 16/17 15/16 13/15 11/12 3/8 2 XY 13/11 27/29 (16)/19 (10 10/11
2H12 | 15/16 16/19 11/11 9/12 (8/3) 2 XY 11/14 30/30 13/16 (i) 11/11
2HI7 | 15/17 15/17 12/12 (10/10) (8)/11 2 XY 10/12 30/31 (14)/17 (11) 14/14
2HIS | (16/17) B B - - 2 XY 11)/15 (29/30) - B 11/(11.3)
oH23 | 15/18 16/16 13/13 (10)/12 11/11 XX 13/15 28/30 16/21 11/14
ID D19S433 | THO1 FGA D22S1045 | D5S818 | D13S317 | D7S820 SE33 D10S1248 | D1S1656 | D12S391 | D2S1338
1H0T | 14/15 7/9.3 2123 15/16 11/13 11/11 9/9 11/(29.2) 13/14 16/18.3 17/18 .
1H03 | 12/14 6/7 (23/24) 11/15 13/13 12/12 | 10/(12) 36/36 14/16 16/16 20/(23) B
THO4 | 12/14 | 9.3/9.3 23/23 11/16 11/11 11/12 7/9 | (25.2/30.2) | 15/16 16/17.3 19/21 (24/24)
1H06 | 13/16.2 6/7 2/23 15/16 10/11 13/13 10/12 (13/15) 13/15 12/12 22/23 (16/16)
1H07 | 13/15 7793 20/20 11/16 (i1)/12 (8/3) 9/9) B 14/16 13/17 16/16 (20/20)
1H0S | 12/132 6/7 20/24 15/16 11/13 /11 | (6.3)/11 | (14/17) 15/16 12/15.3 17/17 (16/16)
1H09 | (13/16) | (9.3/9.3) | (23/23) (14)/16 | (11/11) B - » 13/13 (12/12) - »
1H10 [ 12/13 | 7/(9.3) 20/20 11/15 11/12 3/12 (8/10) (14/19) 13/16 17/17.3 | 16/(20) | (23/23)
1H12 | (13)/14 | (9.3/9.3) - 15/16 11/(13) - - - (15/15) - (19/19) -
1H13 | 14/16 3/9.3 23/25 16/16 11/12 8/12 §/12 | 15/(28.2) 14/15 15/15.3 15/24 (18)/24
1H14 | 15/16.2 7/8 (21/21) 11/16 12/12 | (11/13) B B 13/15 (13/13) | (18/18) N
THI5 | 12/12 - (23/23) (14)/15 | (12/13) - (8/9) (36/36) 13/15 (13/16) - B
1H16 | 14/15 793 22/23 15/16 13/13 11/12 11/12 36/36 13/15 15.3/17.3 | 18/(20) B
1H17 [ 13/14 6/9.3 20/20 15/16 12/13 | (11/11) | (8/11) B 13/15 12/15 18/18.3 N
1H18 13/15 9/93 20/20 15/(16) 11/13 9/11 8/10 18/(29.2) 13/15 12/15.3 18/18 18/25
TH29 | 12/16 | 9.3/93 | (22/22) 15/16 /13 | (11/10) | (12/12) N 14/15 16/16 B N
1H35 | 13/14 7/8 (20/25) 15/15 11/13 (8/10) B (36/36) 14/15 14/173 | (20/20) | (26/26)
1H37 13/14 77 20/20 15/16 11/12 8/9 8/12 16/36 13/13 12/16.3 21/23 17/17
1H38 | 14/15 7793 23/23 11/15 12/13 9/12 11/12 » 13/15 15/17.3 15/20 17/20
2H03 | 15/15.2 | 9.3/9.3 | 23/23 16/17 11/13 | 12/(13) | (10/10) 21/21 14/14 12/17.3 | 18.3/22 | (19/19)
2H06 | 13/15 (6)/9 (22/22) 15/16 11/13 (9/9) - - 13/15 (14/14) - -
2H07 | 14/162 | 9.3/9.3 | (23)/24 14/16 10/11 8/10 (11/11) N 13/16 12/17.3 19/20 B
2H08 | 14/14 3/9.3 22/27 16/16 10/11 3/12 10/10 (15)/36 13/13 12/16.3 17/19 (7)/19
2H09 | 13/13 9.3/9.3 20/23 15/16 12/13 | 11/(12) 8/11 (15.2)/16 13/14 17/17.3 | 18/(22) 16/17
2H10 | 15/162 | 8/9.3 22/23 15/16 11/12 9/11 (9)/11 (16/18) 13/13 12/13 | (14/18.3) | (20/20)
2H11 [ 15.2/162 | 6/9.3 20/23 12/15 11/11 11/13 10/12 15/22.2 13/13 12/15 21/23 16/17
2H12 14/15.2 6/6 23/25 15/16 11/13 9/11 8/9 25.2/30.2 13/14 13/18.3 16/20 18/20
2017 | 14/15 7793 19/22 15/16 12/12 11/12 (9/11) (18/18) 12/13 13/17.3 | 18.3/19 -
2H18 | 15/16.2 | (6/8) | (20/20) 15/16 (11/11) - - - 13/(16) (13/13) - -
2H23 | 15/15 77 19/22 11/17 12/13 8/12 11/12 20/28.2 13/16 16/16 18/24 20/25

Tableau 6.5 — Profils génétiques obtenus a partir de STR autosomaux de 30 individus sélec-
tionnes dans les deux hypogées du Mont-Aimé

Notes : () : allele observé une seule fois; « - » : allele non déterminé; en italique individus
masculins.
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et la valeur de LR (LR=282333)) indique une probabilité de 99,9996 %. Cette relation est
intéressante puisqu’elle nous fournit une confirmation de la contemporanéité des deux
hypogées du Mont-Aimé. La mandibule de 'homme ayant été trouvée dans la premiere
salle de ’hypogée 2 alors que celle de la femme était situé au fond de la deuxieme salle de
I’hypogée 1, cette relation pourrait également apporter des éléments sur la chronologie
et le mode de fonctionnement de ces hypogées.

La parenté de type fratrie (F'S) concerne deux hommes adultes (1H16 et 1H38) retrouvés
au sein du méme hypogée. La valeur de LR relativement faible (LR=111,624) peut
s’expliquer par des profils génétiques partiels (18 et 20 STR respectivement).

Enfin, la parenté type second degré (HS) a été estimée entre un jeune adulte de sexe

masculin (1HO7) et un individu adulte de sexe féminin (1H10) (LR=255,476), tous deux
retrouvés dans I’hypogée 1.
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FIGURE 6.3 — Répartition des individus pour lesquels des analyses génétiques ont pu étre
menées au sein des deux hypogées du Mont-Aimé et datations obtenues & partir de données
personnelles Catherine Mollereau (laboratoire AMIS) et Seguin-Orlando et al. (2021) (16)
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Notes : Les liens des parentés sont représentés par les lignes pointillées ; PO, parenté de type
parent-enfant ; F'S, parenté de type fratrie; HS : parenté de type second degré.

Afin de compléter ’analyse des liens de proche parenté au moyen de STR autosomaux,
nous avons étudié les lignées paternelles et maternelles pour notamment confirmer (ou infir-
mer) ces relations de parenté.
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6.5 ADN mitochondrial

Nous avons fait le choix, dans un premier temps, d’analyser I’ADN mitochondrial total

des 14 individus de sexe masculins pour lesquels des profils génétiques autosomaux de qualité
ont été obtenus, et ce afin de pouvoir étudier par la suite les lignées paternelle et maternelle
chez un méme individu.
Les individus féminins 1HO06 et 1H10 de I'hypogée 1 étant impliqués dans des relations de
proche parenté, il nous a également semblé important de séquencer la totalité de leur ADNmt.
Ainsi, au total, 'analyse de séquengage des génomes mitochondriaux complets a porté sur 16
individus.

6.5.1 Détermination des haplotypes et des haplogroupes

Ces analyses de séquengage ont permis d’obtenir une couverture moyenne du génome
mitochondrial variant entre 21.89 et 2717.

Nombre | Coverture >100 >500
D de reads | moyenne reads reads end to end | Haplogroupe

1HO1 | 45135 72,34 48,77% | 11,73% 1,23% ND
1HO6 | 25473 59,14 64,81% 2,47% 3,09% Uba2b3
1HO7 | 135690 820,1 88,89% | 41,36% 58,64% J1ch
1HO8 | 46770 129,8 56,17% | 12,35% 16,67% ND
1H10 | 136590 822,1 89,89% | 42,36% 59,64% J1ch
1H13 | 134113 9175 99,38% | 79,63% 94,44% Kladal
1H16 | 236046 1538 99,38% | 84,57% 86,42% H1+16189
1H37 | 382384 2717 100,00% | 100,00% 96,91% Hlela
1H38 | 142036 832,7 98,77% | 66,05% 76,54% H1+16189
2HO7 | 122060 74,7 90,74% | 50,62% 83,33% Kladalh
2HO08 5569 21,89 6,17% 0,00% 17,28% ND
2HO09 | 74126 126 48,77% | 16,05% 5,56% ND
2H10 | 81486 546,4 97,53% | 35,19% 87,06% H3
2H11 | 180873 1174 74,69% | 54,94% 50,62% Jlcl
2H12 12238 43,02 15,43% 3,09% 11,11% ND
2H17 | 38976 86,79 48,77% 8,64% 8,02% ND

Tableau 6.6 — Résultats du séquencage des génomes mitochondriaux de 16 individus du Mont-
Aimé.
Notes : ID, nom de I’échantillon analysé ; reads, séquences des fragments obtenus apres
séquencage ; ND, no déterminé.

Ainsi seuls 10 des 16 individus sélectionnés nous ont permis d’obtenir des séquences mito-
chondriales exploitables & partir desquelles nous avons pu déterminer les haplogroupes (Ta-~
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bleau 6.6). Sur ces 10 individus, 2 paires (1H16 /1H38) et (1H07/1H10) partagent le méme
haplotype affilié a I’haplogroupe H1 pour I'un et J1ch pour l'autre. Les 6 autres haplotypes
sont uniques et ont pu étre affiliés & 6 (sous-) haplogroupes distincts appartenant aux macro-
haplogroupes J, K, H et U, tous d’origine européenne (Tableau 6.7, Figure 6.4).

ID | Haplogroupe Haplotype
73G,263G,750G,1438G,2706G,3197C,4769G,7028T,8860G,94477 A,
1HO06 Uba2b3 9548A,11467G,11719A,12308G,12372A,13617C,14684T,14766T,14793G,15326G,

16168T,16192T,16256T,16526A,16311C
73G,185A,228A,263G,205T,311.1C,462T,489C, 750G, 1438 G, 2706 G,
1HO7 J1c5 3010A,4216C,4769G,5198G, 7028T,8860G, 10398G, 11251G,
11719A,12612G,13708A,14766T,14798C, 15326G, 154524, 16069T,16126C
73G,185A,228A,263G,205T,311.1C,462T,489C, 750G, 1438G, 2706,
1H10 J1c5 3010A,4216C,4769G,5198G, 7028T,8860G, 10398G,11251G, 11719A,
12612G,13708A,14766T,14798C, 15326G,15452A,16069T,16126C
73G,263G,311.1C,497T,750G,1189C, 1438G, 1811G,2706G,3430G,
1H13 Kladal 4769G,7028T,8860G,9055A,9698C,10398G,10550G, 11299C, 11467G,11485C, 11719A,
11840T,12308G,12372A,13740C, 14167T,14766 T, 14798C, 15326 G,16224C, 16311C,16519C
263G,311.1C,514del,515del, 750G, 1438G,3010A,4769G,8860G,
15326G,16189C,16519C
263G,311.1C, 750G, 1438G,3010A,4769G,5460A,8512G,8860C,
14325C,14902T,15326G,16519C
263G,311.1C,514del,515del, 750G, 1438G,3010A,4769G,8860G,
15326G,16189C,16519C
73G,263G,311.1C,497T,750G,1189C, 1438G, 1811G,2706G,
3480G,4769G,6260A,7028T,8860G,9055A,9698C, 10398G, 10550G,11299C,
11467G,11485C,11719A,11840T,12308G,12372A,13404C,13740C,
14167T,14766T,14798C,15326G,16224C,16311C,16519C
263G,311.1C, 750G, 1438G,4769G,6776C,8860G,

1H16 H1+16189

1H37 Hlela

1H38 H1+16189

2H07 Kladalh

2H10 H3 13392C,15326G,16519C
73G,185A,228A,263G,295T,311.1C,462T,482C ,489C,494del,
- J1el 750G, 1438G,2706G,3010A,3394C,4216C,4769G, 7028 T,8860G, 10398G,

11251G,11719A,12612G,13708A,13932T, 14766 T, 14798C,
15326G,15452A,16069T,16126C

Tableau 6.7 — Haplotypes et haplogroupes mitochondriaux caractérisés pour 10 individus du
Mont-Aimé.

Nous avons effectué le contrdle proposé par le logiciel Haplogrep (Check for Phantom
Mutation, https ://haplogrep.i-med.ac.at, (281)) pour déterminer si certaines positions nu-
cléotidiques pourraient étre des artefacts générés au cours du processus du séquengage (muta-
tions fantémes). Le logiciel suggere que les délétions 514d et 515d observées chez les individus
partageant le méme haplotype H1+16189 (1H16 et 1H38) seraient des mutations fantdmes.
Ce type d’artefact peut étre généré lors du séquengage, mais il peut étre également di a la
dégradation de ’ADN des échantillons anciens.
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6.5.2 Lignées maternelles et relations de parenté

Concernant, les relations de type parent-enfant caractérisées a partir des STR autosomaux
(Section 6.4, Figure 6.3), nous notons que :

® La paire 1H06/2H11 ne partage pas la méme lignée maternelle. En effet, la séquence
mitochondriale de I'individu féminin a été attribuée a I’haplogroupe Ub5a2b3, tandis que
celle de I'individu masculin a été affiliée a ’haplogroupe J1cl. Cela signifie que I'individu
masculin 2H11 est le pere de I'individu féminin 1H06 et non le contraire.

® La deuxieme relation de type PO inclue 2 individus de sexe masculin (2H10 et 2H17)
pour lesquels seule 'analyse du chromosome Y peut permettre de valider la parenté.

® La parenté de type fratrie (FS) concernant deux adultes de sexe masculin (1H16 et
1H38) retrouvés au sein du méme hypogée est confirmée par 'analyse du génome mito-
chondrial total. En effet, les 2 individus partagent le méme haplotype mitochondrial et
appartiennent donc a la méme lignée maternelle H1+16189 (Tableau 6.7, Figure 6.4).

® Enfin, la parenté de type second degré (HS) estimée entre un jeune adulte de sexe
masculin (1H07) et un individu adulte de sexe féminin (1H10) semble validée au regard
de ’ADN mitochondrial dont la séquence compléte est partagée par ces 2 individus.

6.5.3 Analyses phylogéographiques

Afin d’avoir une idée de la répartition dans I'espace et le temps des lignées maternelles
portées par les individus du Mont Aimé, nous avons comparé les haplotypes mitochondriaux
obtenus a ceux d’une base de données constituée par le laboratoire de Strasbourg et conte-
nant plus de 42000 génomes mitochondriaux (dont plus de 3000 séquences issues d’individus
anciens) publiés dans la littérature.

Nous avons recherché si les haplotypes retrouvés au Mont Aimé sont partagés avec des
haplotypes mitochondriaux anciens et/ou actuels européens et avons observé une correspon-
dance totale entre I’haplotype mitochondrial partagé par la paire (1HO7-1H10) du Mont Aimé
(3000-3500 av.J.C.) appartenant a ’haplogroupe J1cb avec un individu datant du Néolithique
moyen retrouvé en Pologne (4 000-4 600 B.C.) (298). Ainsi qu’avec deux individus Viking du
moyen age localisés en Norvege et en Estonie (Annexe E) (299).

Cependant, des correspondances partielles avec des séquences mitochondriales, a un SNP
de différence (Figure 6.5), ont été mise en évidence entre 5 haplotypes chez 8 individus du
Mont-Aimé (SNP manquant ou en SNP supplémentaire, Annexe E) : 1HO7-1H10 (J1c5),
1H13 (Kladal), 2H07 (Kladalh), 1H16-1H38 (H1+16189), 1H37 (Hlela), 2H10 (H3) avec
des populations européennes anciennes (Annexe E). Afin de visualiser ces affinités nous avons
construit un réseau phylogénétique a ’aide du logiciel Network (Fluxus Engineering, Figure
6.5).
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FIGURE 6.5 — Median Joning Network généré a partir des haplotypes mitochondriaux retrou-
vés aux Mont-Aimé et ceux des populations anciennes

Correspondances totales et partielles (1 SNP de différence) retrouvées dans la base de donnée
du laboratoire de Strasbourg.

Nous observons une distribution géographique des haplotypes mitochondriaux, & 1 SNP
de différence, avant 4000 cal.B.C. en Europe de I'ouest et en Pologne (Annexe E, Figure 6.6).
Ainsi, nous retrouvons 5 individus associés a des cultures du néolithique ancien et moyen
appartenant a I’haplogroupe :

® H3 au Portugal et en France.
®* Kladal en Espagne.
® Jlch en Allemagne et en Pologne.

Concernant les individus datant d’entre 3 000 & 4000 cal BC, relativement contemporains
au Mont-Aimé, 5 individus sont situés pour ’haplogroupe :

® Jlcb en Suede.
* Kladal en Angleterre.
® H3 en Angleterre et Allemagne (n 2).
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Notes : *, correspondance completes entre haplotypes mitochondriaux.
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Puis, apreés 3000 cal.B.C, nous avons chronologiquement :
® 2individus de la fin du néolithique - début de I’dge du bronze (chalcolithique) en Espagne
associés a ’haplogroupe H3.

® 9 individus appartenant a la culture Bell Beaker ou campaniforme associés a ’haplo-
groupe : Hlela en Allemagne (n 3) et Angleterre; Kladal en Espagne, au Portugal, en
Angleterre et en République Tcheque; H3 en République Tcheque.

2 individus du moyen age associés aux haplogroupes H3 en Icelande et J1c en Russie.

Aucun haplotype appartenant a ’haplogroupe J1lcl et U5a2b3 ayant une correspondance
partielle & 1 SNP n’apparait dans notre base de données (Annexe E, Figure 6.6). Par contre
lorsqu’on regarde les différences & 2 SNP nous retrouvons des correspondances partielles pour
ces haplogroupes (Annexe E) :

* Jlcl au Néolithique en Hongrie et en Ecosse ; au Chalcolitique en Espagne et Angleterre
et a ’dge du bronze en Angleterre.

® [Uba2b3 associé a un individu de la culture Bell beaker en Hollande.

Dans les populations modernes, nous trouvons aussi, des correspondances partielles a
partir de 2 SNP de différence (Annexe E) en Russie (222) et en Serbie (300), pour Jlc5
(paire 1H07-1H10). En Hongrie et en Sardaigne pour 'haplogroupe H3 (2H10) (301; 302).
Finalement, en Espagne pour Hlela (1H37) (303).

6.5.4 Structuration génétique

6.5.4.1 Comparaison avec des populations européennes anciennes

Nous avons réalisé une ACP pour mieux visualiser nos données du Mont-Aimé avec celles
des haplogroupes anciens retrouvés dans la base de données (Figure 6.7). Mais aussi nous
avons inclus les données récentes publiées sur le site du Mont-Aimé en 2021 (16).

Nous avons fait le choix de diviser les populations anciennes en 5 groupes selon la chro-
nologie du C14 des échantillons (Tableau 5.3) : le groupe 1 est constitué des haplogroupes
portés par les populations paléolithiques et mésolithiques; le groupe 2, des populations du
néolithique avant 4000 ans cal. B.C.; le groupe 3, des populations datant de 3000 a 4000
ans cal.BC, le groupe 4 des populations datant d’apres 3000 ans cal. B.C. correspondant a la
transition fin du néolithique - 4ge de bronze et le groupe 5 les individus du Mont-Aimé. Les
2 premiers axes de ’ACP expriment 75.39% de la variabilité totale.

Nous observons au niveau des lignées maternelles, que le groupe 1, celui des populations du
Paléolithique et du Mésolithique et les groupe 4 celui des populations apres 3000 cal B.C. sont
tres différentes des groupes 2,3 et 5 représentatifs des populations Néolithiques. Le groupe
5 corresponds aux haplogroupes retrouvés au Mont-Aimé et il se regroupe avec les lignées
maternelles des populations du Néolithique (ancien, moyen et finale).
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Groupe 1 Populations
Paléolithiques et Mésolithiques

'
oo -- o~ POpUlations Néolithiquds : _________________________________ ...
> Groupes 2 (avant 4000 ans cal. B.C.)

et 3 (entre 3000 a 4000 ans cal.B.C.)
'

Axe 2 (36,89)

Groupe 5
Mont-Aimé

Groupe 4 Populations
aprés 3000 cal. B.C.
®

Axe 1 (38,5)

FIGURE 6.7 — Analyse en composantes principales (ACP) réalisée & partir des données mito-
chondriales anciennes de la base de données du laboratoire de Strasbourg et celles obtenues
pour le Mont-Aimé dans cette these et d’apres Seguin-Orlando et al. (2021) (16).

La présence de la plupart des haplogroupes retrouvés au Mont-Aimé est typique du Néo-
lithique européen occidental. Ainsi, la répartition géographique des haplogroupes consultés
dans la base de données du Laboratoire de Strasbourg est la suivante :

®* H1+16189 en Espagne, en Angleterre, en Hongrie et en République Tcheque (3).
* Hlela en Espagne, en Angleterre, en Allemagne et en Sardaigne (3; 304; 85; 302; 46).

®* H3 en Espagne, au Portugal, en France, en Angleterre, en Allemagne, en Sardaigne, en
Suisse et en République Tcheque. (47; 4; 304; 305; 46; 302; 5; 189; 306).

® Jlcl en Espagne, en Angleterre, en Hongrie et en Macédoine (4; 3; 47; 109).
® Jlcb en Angleterre, en Allemagne, en Danemark, en Roumanie (5; 47; 46; 307).

* Kladal, en Espagne, au Portugal, en Angleterre, en Allemagne, en Suisse, en Serbie et
en République Tcheque (3; 4; 304; 185; 305; 264).

Seul, I'haplogroupe U5a2b3 est présent des le Mésolithique en Scandinavie (308; 165).
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6.5.4.2 Comparaison avec des populations européennes modernes

Nous avons calculé 'index de différentiation génétique par paires (Fst) entre les popula-
tions modernes et les individus du Mont-Aimé. Les populations contemporaines proviennent
des pays voisins de la France (Angleterre, Espagne, Portugal, Allemagne, Italie, Suisse), ainsi
que des pays d’Europe centre-nord (République Tcheque, Suéde, Finlande) (Tableau 5.3).
Les valeurs des Fst entre les populations modernes montrent une différenciation génétique
tres faible (valeurs comprises entre 0,00024* et 0,00321* avec * p = 0,05; Tableau 6.8). En
revanche, la différentiation génétique entre le Mont-Aimé et les populations modernes est
importante (0.01554* et 0.01782* avec *p = 0,05, Tableau 6.8) avec des valeurs significatives
pour la plupart d’entre elles (sauf Sardaigne, Suisse, Allemagne).

Mont-Aimé | Portugal | Espagne | Calabre (‘,unlltiil(:xcn,aln Sardaigne | Sicile France R;}();izl;l?:c Allemagne | Suisse | Anglaterre | Finlande | Suede
Mont-Aimé 0.00000
Portugal 0.01782* 0.00000
Espagne 0.01623* 0.00242* | 0.00000
Calabre 0.01554* 0.00190* | 0.00072* | 0.00000
Italie Continentale 0.01562* 0.00205* | 0.00088* | 0.00017 0.00000
Sardaigne 0.01686 0.00277* | 0.00156* | 0.00082 0.00099* 0.00000
Sicile 0.01626* 0.00197 | 0.00075 | 0.00000 0.00017 0.00085 | 0.00000
France 0.01692* 0.00321* | 0.00136* | 0.00131* 0.00143* 0.00216* | 0.00136 | 0.00000
République Tcheque 0.01605* 0.00222* | 0.00103* | 0.00030 0.00047* 0.00114 | 0.00031 | 0.00162* 0.00000
Allemagne 0.01638* 0.00252* | 0.00126* | 0.00060* 0.00076* 0.00144 | 0.00062 | 0.00192* 0.00091 0.00000
Suisse 0.02041 0.00237 | 0.00090 | 0.00000 0.00021 0.00103 | 0.00000 | 0.00163 0.00037 0.00075 0.00000
Anglaterre 0.01654 0.00268* | 0.00149* | 0.00076* 0.00092* 0.00161* | 0.00079 | 0.00208* 0.00107* 0.00137* | 0.00095 0.00000
Finlande 0.01577* 0.00221* | 0.00104* | 0.00033* 0.00049* 0.00115* | 0.00034 | 0.00163* 0.00061* 0.00093* | 0.00041 0.00109* 0.00000
Suede 0.01562* 0.00197* | 0.00078* | 0.00007 0.00024* 0.00090 | 0.00007 | 0.00138* 0.00023 0.00067* | 0.00009 | 0.00083* 0.00032 | 0.00000

Tableau 6.8 — Différentiation génétique par paires (Fst) et p-values entre le site du Mont-Aimé

(n=8) et treize populations modernes européennes & partir des haplotypes mitochondriaux
(n=2689), *p=0.0500.
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6.6 Chromosome Y

Une analyse du chromosome Y des 17 individus de sexe masculin précédemment caracté-
risés au moyen de STR autosomaux a été réalisée grace aux kits Yfiler et Yfiler Plus (17 et
27 Y-STR respectivement, Thermo Fisher Scientific) ainsi qu’au kit M2 du CombYplex (14
Y-STR) (Chapitre 6).

6.6.1 Données obtenues avec les kits Yfiler et YfilerPlus

Des haplotypes Y consensus ont été établis a partir des résultats d’au moins cinq ampli-
fications pour chacun des 17 individus testés. Des haplotypes Y plus ou moins partiels (8 a
25 Y-STR) ont été obtenus pour I’ensemble des 17 individus. En moyenne, 13 Y-STR ont été
amplifiés de maniére reproductible (Tableau 6.6.2.2).

Malgré I'incomplétude des données, nous notons qu’a l'exception de celui porté par ’in-
dividu 2H07, les haplotypes Y obtenus sont trés proches les uns des autres. L'un d’eux (en
gras dans le Tableau 6.6.2.2) pourrait étre partagé par 9 individus (1H01, 1HO7, 1H12, 1H16,
1H38, 2H10, 2H12, 2H17 et 2H18). Trois autres individus (1H13, 2HO8 et 2H09) seraient por-
teurs d’un haplotype ne différant du précédent, appelé A, qu’au niveau d’1 a 3 loci (indiqués
en rouge). Les 5 autres haplotypes peuvent étre considérés comme uniques.
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6.6.2 Données obtenues avec le kit CombYplex

6.6.2.1 Validation du Kit CombYplex sur les données modernes

Avant d’étre appliqué a I’étude d’individus anciens, le kit CombYplex a été testé sur 996
individus masculins modernes issus d’Afrique, d’Europe et d’Amérique du Sud (1) et divers
parametres statistiques ont été calculés tels que la diversité haplotypique (HD, (288)), la
diversité génétique (GD, calculée de maniére analogue a la HD ou n et xi désignent le nombre
total d’échantillons et la fréquence relative du ieme allele) (309), la capacité de discrimination
(DC, rapport entre le nombre de différents haplotypes et le nombre total d’haplotypes) et la
match probability (MP, somme des fréquences d’haplotypes au carré). Le nombre d’haplotypes
(n) et les fréquences haplotypiques ont été estimés en utilisant Arlequin v 3.5.2.2 (282).

Les calculs de ces parameétres ou indices ont démontré une capacité de discrimination
élevée du kit CombYplex, nécessaire a la caractérisation des individus contemporains. Ainsi,
une capacité de discrimination de 0,9998 a été obtenue pour la population européenne en
utilisant le kit CombYplex M1 et M2; de 0,6606 en utilisant uniquement M1 ; et de 0,09998
pour M2.

Les résultats obtenus sur des échantillons modernes valident donc notre choix d’utilisation du
CombYplex M2 sur des échantillons anciens. Ce travail a fait ’objet d’une publication dans

Forensic Science International : Genetics. dont je suis un des premiers co-auteurs (Annexe
A (1)).

6.6.2.2 Utilisation du Kit CombYplex sur les échantillons anciens du Mont-Aimé

Les profils consensus Y-STR CombYplex M2 ont été établis a partir d’au moins trois
amplifications sur chacun des 17 échantillons masculins étudiés.
Ce kit CombYplex M2 comporte des Y-STR caractérisés par des taux de mutation élevés, ce
qui permet de différencier des individus masculins de parenté tres proche. En effet, il a été
constaté que selon les Y-STR choisis, jusqu’a 70% des couples pere-fils peuvent se différencier
par des Y-STR a mutation rapide (310).

Nous avons obtenu des profils partiels pour ces 17 individus. En moyenne, 9 Y-STR. ont
été amplifiés avec succes (de 1 & 13 Y-STR) (Tableau 6.10). Ce kit partage 7 loci avec le
kit Y-Filer Plus (DYS 570, DYS460, DYS510, DYS576, DYS458, DYS481, DYS533) et offre
ainsi une nouvelle confirmation des données précédemment obtenues sur ces loci. Pour les
loci nouvellement amplifiés, ce kit nous a permis de distinguer l'individu 2H12 des autres
individus au niveau du locus DYS444.

Nous observons une nouvelle fois que plus les amplicons ont une taille importante plus la
détection des alleles est difficile. Les amplicons de petite taille (100 et 170 pb) sont amplifiés
dans 94% des échantillons ; au contraire lorsque ’on a des amplicons de taille supérieure a 200
pb, nous obtenons des résultats en moyenne chez 38% des individus. Encore une fois, nous
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travaillons sur ’ADN ancien dégradé et fragmenté, ce qui peut empécher les amplifications des
segments de grande taille. Cet obstacle peut étre en partie contourné en amplifiant plusieurs
extraits ’ADN du méme individu obtenus indépendamment dans le temps afin d’obtenir une
séquence consensus.

GATA | DYS [ DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS
ID | SRY | UTY | UTX | "0y | 570 | 549 | 460 | 442 | 510 | 541 | 576 | 458 | 513 | 481 | 612 | 444 | 533
1HOL | 1 1 1 13 17 | (A1) | 11 | (12) | 11 | - 17 | 16 | - | 25 | 23 | (15) | -
1HO7 | 1 1 1 13 R - lan | - - - lan | - - @5 | - - @)
1HO8 | 1 1 1 11 : - 1| 12 - - 19 - - 24 .
1H09 | 1 - 1 | (13) - - 11 - - - @y | - - 22
1H12 | 1 - - aas)y | - - - - - - - . - - -
1HI13 | 1 1 1 13 - - 11 - - - ae) | - - 25 | 23
1H16 | 1 1 | @ | 13 @y [ 1 | - an | - - 25 | - -
1H37 | 1 1 1 13 17 | (A1) | 11 | 11 - - 7| 17 | - 24 | 25 | 14
1H38 | 1 1 1 13 17 | 11 | 11 | 12 | 11 | @1)| 17 | 16 | 11 | 25 | 23 | 15
2HO7 | 1 1 1 2 | an | - 0 | 12 : - a9y | - - 27 | (25) | - :
2HO8 | 1 1 1 13 B |y | 11 | 12) | - - 17 | 16 - 25 | 23 —an
2H09 | 1 1 1 B | @) | 11 | 11 | 13 | 1) | - 17 | 16 - 25 | 23 | (14)
2H10 | 1 1 1 13 17 | 11 | 11 | 12 | 11 | 11 | 17 | 16 | - | 25 | 23 | - -
2H11 | 1 1 1 13 20 - 10 | 12 | 11 | (11) | 17 | 15 - 25 | 25 | (13) | (12)
2HI2 | 1 1 1 13 7| - 11| 12 - an [ 17 | 16 - 25 | 23 | 16 .
2H17 | 1 1 1 13 17 | - 11 | (12) | - - 17 | - - 25 [(23) | -
2H18 | 1 | (1) - - - lan | - - . - @8y | -

Tableau 6.10 — Haplotypes Y-STR. obtenus pour le kit CombYPlex sur 17 individus de sexe
masculin du Mont-Aimé.
Notes : -, alleles n’ayant pu étre amplifiés pour le locus concerné; (), alleles observés une fois
pour le locus concerné ; en gras : individus partageant le méme haplotype CombYPlex M2
(Haplotype A); en rouge, individu se distinguant par un alléle de ceux de ’haplotype A.

6.6.3 Profils consensus et prédiction des haplogroupes

Les haplotypes Y obtenus en combinant les résultats des différents kits d’amplification
de STR du chromosome Y (Yfiler, Yfiler Plus et CombYplex) sont indiqués dans le Tableau
6.11 ci-dessous et nous ont permis d’obtenir une séquence consensus afin de déterminer les
haplotypes et les haplogroupes Y des individus du Mont-Aimé (Tableau 6.11).

L’analyse comparative de ces haplotypes Y permet de confirmer que plusieurs individus
semblent porteurs de la méme lignée (en dépit du fait que tous les loci n’ont pas pu étre am-
plifiés). Néanmoins, si 'analyse des STR ciblés par les kits Yfiler et Yfiler Plus avait permis
d’identifier 9 individus semblant partager le méme haplotype Y, 'ajout de STR supplémen-
taires, a taux de mutation élevé, permet de distinguer un individu parmi les 8 autres. En
effet, au locus DYS444 'individu 2H12 présente un alleéle 16 au lieu de ’allele 15 présent dans
I'haplotype A de référence (Tableau 6.10). Ce tableau confirme par ailleurs que l'individu
2H11 présente un haplotype Y différent de celui des autres individus.

Afin de déterminer & quels haplogroupes pouvaient appartenir les haplotypes caractérisés
au moyen des STR du chromosome Y nous avons, en premiere approche, utilisé 2 logiciels
en acces libre sur le net, les logiciels Haplogroup Predictor (289; 290) et NEVGEN Y DNA
Predictor (http ://www.nevgen.org/).
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A partir des haplotypes consensus obtenus (Tableau 6.11), ces deux logiciels ont permis d’es-
timer que les 17 individus du Mont-Aimé appartiendraient a 2 haplogroupes : I’haplogroupe
I et ’haplogroupe H2 (2HOT7) (Tableaux 6.11, derniére consultation 15 Septembre 2020).

Nous avons également soumis les haplotypes caractérisés au programme PredYMaLe (An-
nexe A (1)). Pour les 6 individus porteurs des haplotypes les plus complets (1H01, 1H38, 2H08,
2H11, 2H12 et 2H17), PredYMale a conclu a une affiliation a ’haplogroupe I12al (derniére
consultation 12 Octobre 2020).

A partir 'ensemble de ces résultats, nous avons décidé de confirmer I'appartenance a
I’haplogroupe I de la plupart de nos échantillons et surtout de préciser leur appartenance a
des sous-haplogroupes en ciblant des SNP du chromosome Y caractéristiques de ’haplogroupe

L
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6.6.4 Données obtenues avec des SNP

Le typage des 5 SNP du chromosome Y permettant d’affilier les haplotypes a des sous-
haplogroupe de I a été réitéré a partir d’au moins cinq amplifications pour chacun des 17
individus testés. Ce typage a permis d’affilier 3 individus a 1’haplogroupe 12-M438, 8 a ’ha-
plogroupe 12a1b1-M223 et 2 & I’haplogroupe 12ala-P 37.2. Trois individus (1H09, 1H12, et
2H18) n’ont pas donné de résultats du fait de la dégradation et de la fragmentation de ’ADN.
L’individu 2HO7 a donné des résultats qui confirme qu’il est bien porteur d’un haplotype Y

affilié & 'haplogroupe H2-P96 et non a ’haplogroupe I (Tableau 6.12).

ID I 11 12 I2al1 | I2a2a | Détermination
M170 | M253 | M438 | P37.2 | M223 | Haplogroupe

1HO1 C G T A I2al1bl
1HO7 - C G T - 12
1HOS8 C G C - I2ala
1HO09 - - - - - -
1H12 - - - - - -
1H13 C C G - - 12
1H16 C C G - - 12
1H37 C C G - A I2albl
1H38 C C G - A I2al1bl
2HO07 A C A T G -
2HO08 C C G - A I2albl
2H09 C C G T A I2albl
2H10 C - G T A I2albl
2H11 C C G C G I2ala
2H12 C C G - A I2albl
2H17 - C G - A I2albl
2H18 - - - - - -

Tableau 6.12 — Y-SNP testés pour déterminer I’haplogroupe I et ses sous-haplogroupes.
Notes : -, alleéles qui n’ont pas pu étre amplifiés pour le locus concerné; (), alleles observés

une seule fois pour le locus concerné.
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6.6.5 Lignées paternelles et relation des parentés

Concernant les deux relations de parenté entre individus masculins précédemment décrites
(Section 6.4), nous notons qu’elles sont confirmées par les données du chromosome Y.
En effet la relation de type parent-enfant (PO) entre le adultes 2H17 et 2H10 de I’hypogée 2
est validée par le fait qu’ils partagent le méme haplotype Y (23 Y-STR en commun).
De la méme maniere, la relation de type fratrie (FS) entre les deux adultes 1H16 et 1H38 de
I’hypogée 1 est corroborée par un haplotype identique sur 17 loci STR.
Notons que ces 4 individus partagent ’haplotype Y de référence appelé A.

6.6.6 Analyses comparatives

6.6.6.1 Comparaison avec des populations européennes anciennes et modernes

Afin d’estimer la représentation des haplotypes Y portés par des individus du Mont Aimé
et donc de la période néolithique récente, nous les avons comparé a ceux d’une base de données
constituée par le laboratoire de Strasbourg et contenant les haplotypes Y de pres de 350 000
individus. Les 6 haplotypes les plus complets (issus des individus 1HO01, 1H38, 2H08, 2H11,
2H12 et 2H17) ont également été comparés a 3 autres bases de données :

® La base de données du YHRD (https ://yhrd.org/) (291).

® La base de données européenne interne au Laboratoire de Toulouse contenant des profils
Yfiler appartenant a I’haplogroupe 12 (Tableau 5.8, Figure 5.4).

® Un sous-ensemble de 13 Y-STR a partir des profils ButlerPlex (295) appartenant tous
a I’haplogroupe I (Tableau 5.8, Figure 5.4).

A ce jour, aucune correspondance avec des haplotypes Y modernes ou anciens n’a été
obtenue.

6.6.6.2 Comparaison avec des populations frangaises appartenant a ’haplogroupe

12

Structuration génétique

Nous avons effectué une analyse inter-classes ou BCA pour visualiser I'affinité génétique
des 6 haplotypes complets (17 loci du kit YFiler) du Mont-Aimé avec des sujets frangais
modernes (n=>58) et anciens (n=1, grotte de Treilles).

Pour obtenir une résolution maximale, nous avons sélectionné les profils francais Yfiler
(Tableaux 5.8, n=58, (292)) et exclut les données du sous-ensemble de 13 Y-STR des profils
ButlerPlex.
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FIGURE 6.8 — Analyse inter-classes (BCA) réalisée avec le panel Yfiler dans les populations
francaises anciennes et modernes regroupant les haplotypes du chromosome Y appartenant a
I’haplogroupe 12.

Notes : ALS, Alsace ; AUV, Auvergne ; BRT, Bretagne ; IDF, Ile de France ; MONT AIME, hy-
pogée 1 et 2, Mont-Aimé; MPY, Midi-Pyrénées; NPC, Nord Pas de Calais; PACA, Provence
Alpes Coéte d’Azur; PY, Pyrénées; TREILLES, grotte des Treilles. Populations frangaises
anciennes (n=7) et modernes (n=>58).

Nous observons dans la BCA, deux clusteurs de populations modernes, d’un cété la région
Provence-Alpes-Cote d’Azur (située géographiquement au sud-est de la France) groupé avec
la Bretagne (a louest); et de lautre coté les populations représentant les autres régions
francaises (Figure 6.8).

Les haplotypes Y-STR I2 du Mont-Aimé se retrouvent éloignés des populations modernes
méme s’ils sont plus proches de la région PACA et de la Bretagne, que des autres régions.
L’individu de la grotte de Treilles, située au sud de la France (12) et contemporain du Mont-
Aimé (Néolithique final), fait partie du cluster composé par la plupart des populations mo-
dernes francaises.

La distribution dans la BCA illustre la divergence des haplotypes Y du Mont-Aimé par
rapport aux populations contemporaines, mais aussi par rapport a un site archéologique
contemporain du Mont-Aimé, celui de la grotte de Treilles.

Variabilité génétique

Les valeurs des Fst calculées ne montrent pas de différenciation génétique significative entre
les populations francaises modernes. En revanche, une différence significative importante a été
enregistrée entre le Mont-Aimé et les groupes régionaux modernes (valeurs de Fst comprises
entre 0,16667* et 0,22581*, * p = 0,05), a I'exception de la région Auvergne (Tableau 6.13).
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AUV MPY NPC PACA PY IDF BRT ALS MONT
AIME
AUV 0.00000
MPY 0.00000 | 0.00000
NPC 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
PACA 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
PY 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
IDF 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
BRT 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
ALS 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
MONT AIME | 0.25000 | 0.19231* | 0.19231* | 0.22581* | 0.18644* | 0.19231* | 0.16667* | 0.19231* | 0.00000

Tableau 6.13 — Différentiation génétique par paires (Fst) et p-values entre le site du Mont-
Aimé (n=6) et huit populations modernes frangaises (n=>59) appartenant a I’haplogroupe du
chromosome Y 12, *p=0.0500.
Notes : AUV, Auvergne; MPY, Midi-Pyrénées; NPC, Nord Pas de Calais; PACA, Provence
Alpes Cote d’Azur; PY, Pyrénées; IDF, Ile de France; BRT, Bretagne; ALS, Alsace;
MONT AIME, hypogée 1 et 2, Mont-Aimé.

Distances génétiques

La distance entre les populations francaises modernes et les individus anciens du Mont-
Aimé et de la grotte des Treilles a été étudiée a 'aide d’une analyse par dendrogramme ou
classification ascendante hiérarchique (Figure 6.9).

MONT AIME
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FIGURE 6.9 — Distance génétique observée entre les individus francais modernes et anciens.
Notes : ALS, Alsace; AUV, Auvergne ; BRT, Bretagne ; IDF, Ile de France ; MONT AIME, hy-
pogée 1 et 2, Mont-Aimé ; MPY, Midi-Pyrénées; NPC, Nord Pas de Calais; PACA, Provence
Alpes Cote d’Azur; PY, Pyrénées; TREILLES, grotte des Treilles.

Les individus du Mont-Aimé sont regroupés avec ceux de Bretagne et de la région Provence-
Alpes-Cote d’Azur, mais en position plus basale dans le dendrogramme, confirmant ainsi les
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résultats obtenus dans la BCA (Figure 6.8).

Les autres populations francaises contemporaines sont regroupées entre elles dans un cluster
commun avec U'individu de la grotte de Treilles (12). A l'intérieur de ce groupe, cet individu
ancien occupe une position plus basale par rapport aux individus modernes.

Des individus contemporains de ce groupe sont sous-regroupés alors qu’ils se retrouvent géo-
graphiquement opposés (Nord pas de calais ou NPC avec les Pyrénéens ou PY ; ou I’Alsase
ou ALS avec Midi-Pyrénéens ou MPY).

Par ailleurs, a l’aide du logiciel Arlequin v 3.5.2.2 (282), nous avons calculé la moyenne
d’alleles différents entre les haplotypes Y-STR 12 des individus du Mont-Aimé et I'individu
de Treilles, cette valeur est de 10,1.

Diversité génétique

La diversité génétique des populations contemporaines francaises incluses dans la base de
données européenne interne Yfiler (Tableau 5.8) a été calculée et semble étre maximale (HD
et DC = 1) puisque tous les individus présentent des haplotypes uniques. Au contraire, ces
valeurs sont plus faibles pour le Mont-Aimé (HD = 0,75 et DC = 0,5), 4 individus sur 6
partageant le méme haplotype (Tableau 6.14).

La diversité génétique des populations contemporaines francaises a également été calculée
a partir d'un autre jeu de données : le sous-ensemble de 13 Y-STR de profils ButlerPlex
(Tableau 5.8). Malgré le nombre réduit de marqueurs analysés, la diversité génétique reste tres
élevée pour les populations modernes (HD = 0,99787). Le pourcentage d’haplotypes uniques
est de 82% dans les populations modernes francaises en dépit du faible nombre d’individus
étudiés (n=46), contrairement au Mont-Aimé qui est de 33.3% (2 haplotypes uniques sur 6).

Yfiler panel*
. s L, . Nord-Pas- | Provence-Alpes L, Ile de ..
Population Auvergne | Midi-Pyrénées de-Calais Cote d’Azur Pyrénées France Bretagne | Alsace | Mont-Aimé
N 3 7 7 4 8 7 15 7 6
No.haplotypes observés
1 haplotype non répété (unique) | 4 (100%) 7 (100%) 7 (100%) 4 (100%) 8 (100%) | 7 (100%) | 15 (100%) | 7 (100%) 2 (33,3%)

4 haplotypes identiques 1
n 7 7 8 15 7 3

HD 1 1 1 1 1 0,75

DC 1 1 1 1 0,5

MP 0. 5 0,125 0,143 0,067 0,143 0,5

-~

—

1 1
5 0,143 0,143 0,

ol | =] o
S

Tableau 6.14 — Parametres de diversité estimés pour ’haplogroupe 12 dans les populations
frangaises et le site néolithique du Mont-Aimé.

Notes : N, nombre d’échantillons ; HD, diversité haplotypique; DC, capacité de
discrimination ; MP, probabilité de match ; , : nombre haplotypes distincts; *DYS19,
DYS385 a/b, DYS3891, DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438,
DYS439, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635 and GATAHA4.

Liens phylogénétiques

Nous avons produit un network (Figure 6.10) afin de montrer les liens phylogénétiques des
haplotypes Y-STR au sein des individus anciens (n=7) et modernes frangais (n=58, Tableau
5.8) appartenant a I’haplogroupe 12 (Figure 6.10). Aucune correspondance compléte n’a pas
été trouvée entre les haplotypes du Mont-Aimé et ceux des populations ancienne (Treilles) et
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FIGURE 6.10 — Median Joning Network généré a partir des haplotypes Y-STR francaises

anciens et modernes appartenant & I’haplogroupe 12.
Notes : ALS, Alsace; AUV, Auvergne ; BRT, Bretagne ; IDF, Ile de France ; MONT AIME, hy-

pogée 1 et 2, Mont-Aimé ; MPY, Midi-Pyrénées ; NPC, Nord Pas de Calais; PACA, Provence
Alpes Cote d’Azur; PY, Pyrénées; TREILLES, grotte des Treilles.

® Un premier groupe composé par 5 des individus du Mont-Aimé et des individus de
Bretagne, PACA et Alsace. Ces individus du Mont-Aimé font partie du sous-clade 12alb1
confirmé par le SNP M223.
Nous avons voulu savoir si les individus modernes de ce groupe appartiennent aussi a
ce sous-clade. Ils ont été affiliés a ce sous-haplogroupe sur la base du SNP M170 qui

détermine 'haplogroupe 1 (292).
Nous avons réattribué '’haplogroupe a partir des haplotypes Y, tous ont été affiliés au

sous-clade 12a1bl.

® Deux autres groupes qui appartiendraient majoritairement au sous-clade 12ala selon les
attributions obtenues avec le logiciel NEVGEN (http : // www. nevgen.org/).
Nous retrouvons dans un de ces groupes l'individu 2H11 du Mont-Aimé (haplogroupe
12ala-P37.2) ; et dans l'autre groupe l'individu de Treilles faisant également partie de

cet haplogroupe.
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Nous constatons des lignées différentes au sein méme du sous-clade 12ala sans pour
autant pouvoir les caractériser géographiquement car elles sont présentes dans toutes
les régions frangaises étudiées.

6.6.6.3 Comparaison avec des populations européennes anciennes et modernes

appartenant a ’haplogroupe 12

Par la suite, nous avons souhaité savoir si les haplotypes Y néolithiques appartenant a
I’haplogroupe 12 sont détectés dans les populations contemporaines européennes. En effet,
lors des analyses, chez les individus francais modernes et anciens, aucune correspondance n’a
été trouvée.

Structuration génétique

Nous avons donc comparé les 7 profils Y-STR du néolithique (6 du Mont-Aimé et 1 de la
grotte de Treilles) avec 894 individus modernes faisant partie de I’haplogroupe 12 (Tableau
5.8). L’analyse inter-classes ou BCA a été réalisée en incluant tous les individus européens
Yfiler appartenant a I’haplogroupe 12, et a dégagé une structure en trois groupes principaux
(Figure 6.11) :

® Un premier avec des populations modernes d’Europe Centrale (Suisse et d’Autriche)
regroupées avec les haplotypes Y du Mont-Aimé.

® Un deuxiéme, composé par 'individu ancien de la grotte des Treilles regroupé avec les
populations modernes d’Espagne et d’Italie.

® Un troisiéme, composé de populations modernes d’Europe du sud-est (région des Bal-
kans) et de Chypre.
La population francaise actuelle se tient relativement a 1’écart de ces trois groupes
et plus particuliéerement du dernier (Balkans, Chypre); elle se situe toutefois entre le
groupe géographique de 'Europe de 'ouest et celui d’Europe Centrale.
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FIGURE 6.11 — Analyse inter-classes (BCA) réalisée avec le panel Yfiler dans les populations
européennes anciennes et modernesregroupant les haplotypes du chromosome Y appartenant
a 'haplogroupe 12.

Notes : Populations européennes anciennes (n=7) et modernes (n==894).

La Grotte de Lichtenstein

Pour approfondir la comparaison des données Y-STR, nous avons compilé les données de
15 individus anciens de la grotte de Lichtenstein (Allemagne) associés a la période Urnfield
de I’age du bronze final (1 000 a 700 B.C., Tableau 5.8, Annexe B (293; 294)). Cet ensemble
funéraire proposerait un recrutement semblable a celui du Mont-Aimé, puisque les individus
masculins appartiendraient & 73% (11 individus) & I’haplogroupe 12 selon I’attribution obtenue
avec le logiciel NEVGEN (http : // www. nevgen.org/).

Ces individus ont été étudiés a partir de 12 Y-STR avec le kit PowerPlex 12 PPY12
(Promega Corporation) (293; 294). Pour cette analyse, nous avons ajouté notre jeu de données
des populations modernes (n 894, Tableau 5.8) et anciennes (n 7, Tableau 5.8) en gardant
uniquement les 12 marqueurs STR qui peuvent étre comparés avec ceux de la grotte de
Lichtenstein (DYS19, DYS3891, DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385
a/b, DYS438, DYS439, DY S437).

Pour visualiser nos résultats, nous avons réalisé une ACP (Figure 6.12).

Les 2 premiers axes de ’ACP expriment 89,5% de la variabilité totale. Les individus an-
ciens de la grotte de Lichtenstein, de la grotte de Treilles, ainsi que les individus du Mont-Aimé
se regroupent avec les populations modernes européennes de notre base de données (Tableau
5.8).

Quelques individus du Montenegro, de Serbie et un de Suisse se retrouvent complétement éloi-
gnés de cet ensemble car ils possedent des alleles microvariants (311; 312). Ces microvariants
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FIGURE 6.12 — Analyse en composantes principales (ACP1) réalisée a partir du sous ensemble
12 Y-STR.

Notes : ALB, Albanie; AU, Autriche; BU, Bulgarie ; BZ, Bosnie-Herzégovine; CY, Chypre;
FR, France; HU, Hongrie; IT, Italie; MAC, Macédoine ; MON, Monténégro; SER, Serbie;
SP, Espagne; SUI, Suisse; TREILLES, grotte des Treilles; LICH, Grotte de Lichtenstein;
MONT AIME, hypogée 1 et 2, Mont-Aimé.

sont définis comme des alléles contenant une unité répétitive incomplete. Ils proviennent d’une
délétion ou insertion d’un ou plusieurs nucléotides.

En ce focalisant sur ’ensemble de ces populations européennes, nous pouvons remarquer que
la place du Mont-Aimé parmi les populations modernes dans I’ACP semble cohérente puisque
nous avons diminué les marqueurs, ce qui réduit automatiquement la variabilité qui peut
étre mesurée entre individus. De plus, il faut noter que nous mesurons la variabilité entre
individus du méme haplogroupe 12, du méme continent. Cependant, lorsque I'on compare les
profils 12 Y-STR 12 des individus de la grotte de Lichtenstein et ceux du Mont-Aimé pour ce
jeu de données comportant 12 Y-STR, nous ne détectons aucune correspondance compléte.
Nous avons constaté par ailleurs au moins 6 STR de différence entre haplotypes de ces deux
ensembles.
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FIGURE 6.13 — Analyse en composantes principales (ACP2) réalisée & partir du sous ensemble

12 Y-STR.

Notes : ALB, Albanie; AU, Autriche; BU, Bulgarie; BZ, Bosnie-Herzégovine ; CY, Chypre;
FR, France; HU, Hongrie; IT, Italie; MAC, Macédoine ; MON, Monténégro; SER, Serbie;
SP, Espagne; SUI, Suisse; TREILLES, grotte des Treilles; LICH, Grotte de Lichtenstein;
MONT AIME, hypogée 1 et 2, Mont-Aimé.

Variabilité génétique

L’index de différentiation génétique calculé entre paires des populations (Fst) modernes montrent
des valeurs hétérogenes et significatives, comprises entre 0,00133* et 0.02389* (* p = 0,05;
Tableau 6.15). En revanche, les valeurs des Fst sont toutes significatives et montrent une diffé-
rentiation modérée du site du Mont-Aimé avec les populations modernes de France, Sardaigne,

Montenegro et Serbie (valeurs comprises entre 1,4649 et 0,14925) ; et une différentiation im-
portante avec les autres populations (valeurs entre 0.15076 et 1,7715, Tableau 6.15).
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Suisse | Macédoine | Albanie | Autriche He‘f::;:‘:"e Bulgarie | Chypre | France Italie Calabre | Sicile | Sardaigne | Montenegro | Hongrie | Serbie | Espagne | Mont-Aimé
Suisse 0.00000
Macédoine 0.00568* | _0.00000
Albanie 0.01090% 0.00576* 0.00000
Autriche 0.00586* 0.00382% 0.00910* 0.00000
Bosnie-Herzegovine | 0.00425% | _0.00163*_| 0.00736" |_0.00236 0.00000
Bulgarie 0.00380*% -0.00018 0.00426 0.00247 0.00095 0.00000
Chypre 0.00888% 0.00685% 0.01214* 0.00707 0.00542% 0.00490% 0.00000
France 0.00381* 0.00185* 0.00690% 0.00192 0.00042 0.00053 0.00498* [ 0.00000
Ttalie C 0.00395 0.00192 0.00716 0.00199 0.00044 0.00054 0.00516 0.00000 0.00000
Calabre 0.00963* 0.00754% 0.01300* | 0.00779* 0.00608* 0.00620* | 0.01087* | 0.00562* 0.00583 0.00000
Sicile 0.01011* 0.00796* 0.01358 0.00822 0.00647 0.00659 0.01138 0.00600 0.00622 0.01224 0.00000
Sardaigne 0.00520% 0.00326* 0.00828* [ 0.00337* 0.00185*% 0.00196* | 0.00636* [ 0.00133% 0.00148 0.00743% 0.00000
Montenegro 0.00543% 0.00221% 0.00814* | 0.00359* 0.00110 0.00146* | 0.00658* | 0.00164* 0.00170 0.00767* 0.00304* 0.00000
Hongrie 0.00303 0.00133 0.00704* 0.00196 -0.00098 -0.00025 0.00000 0.00000 0.00573 0.00612 0.00145 0.00086 0.00000
Serbie 0.00494*% 0.00009 0.00635% 0.00246 0.00099 0.00053 0.00141* 0.00145 0.00703* | 0.00744% 0.00281% 0.00067 0.00036 0.00000
Espagne 0.02038% 0.01823% 0.02389% | 0.01887* 0.01691% 0.01707* | 0.02161* | 0.01534* 0.01707% 0.02271* | 0.02351% 0.01717% 0.01780% 0.01678* | 0.01764* 0.00000
Mont-Aimé 0.15619* 0.15078* 0.16785* | 0.16071* 0.15076* 0.15171% [ 0.15879% | 0.14925% 0.16084* 0.16818* [ 0.17715% 0.14649* 0.14753* 0.15534% [ 0.14817% | 0.16559* 0.00000

Tableau 6.15 — Différentiation génétique par paires (Fst)
Aimé (n=6) et 16 populations modernes de 13 pays européens (n==894) appartenant a I’
haplogroupe 12,* p = 0.0500

Distances génétiques

et p-values entre le site du Mont-

La distance entre les individus européens modernes et ceux du Mont-Aimé a été évaluée avec

une analyse par dendrogramme (Figure 6.14).
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FIGURE 6.14 — Distance génétique observée entre les individus européens modernes et anciens.
Notes : ALB, Albanie; AU, Autriche; BU, Bulgarie ; BZ, Bosnie-Herzégovine; CY, Chypre;
FR, France; HU, Hongrie; IT, Italie; MAC, Macédoine ; MON, Monténégro; SER, Serbie;
SP, Espagne; SUI, Suisse; TREILLES, grotte des Treilles; MONT AIME, hypogée 1 et 2,
Mont-Aimé.

Nous retrouvons les 3 groupes précédemment décrits avec la BCA a savoir :

® Le Mont-Aimé regroupé avec des populations d’Europe Centrale (Suisse et Autriche).

Le dendrogramme positionne la France dans ce cluster, montrant plutét une proximité

génétique avec ces populations qu’avec celles de la Méditerranée. Cependant la France

reste plus éloignée des autres populations du méme groupe telles que la Suisse, I’ Autriche
et le Mont-Aimé.

® [’individu ancien de la grotte de Treilles est séparé des individus du Mont-Aimé qui sont

contemporains a celui-ci. Il se place avec les populations de la méditerranée centrale et
de l'ouest (Italie continentale, Sardaigne, Calabre Sicile et Espagne).

® Des populations de la région des Balkans et Chypre d’'un c6té.
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Diversité génétique

Les parametres de diversité ont été estimés pour les populations européennes et les indivi-
dus du Mont-Aimé (Tableau 6.16). Comme on pouvait s’y attendre, la diversité génétique des
populations modernes était plus élevée (HD de 0,9789 & 1) que celle des individus du Mont-
Aimé (HD = 0,75). De plus le pourcentage d’haplotypes uniques est bien plus élevé dans les
populations modernes (entre 70 a 100%) qu’au Mont-Aimé (33%) et ce méme lorsqu’on parle
des iles méditerranéennes (de 0,994 a 0,998 pour la Sardaigne, la Sicile et la Calabre).

Yiler panel®

Population Albanic | Autriche | o - “‘f’.". Bugarie | France |, & Sicile Calabre | Sardaigne | Chypre | Montenegro | Hongrie Serbie Espagne | Mont-Aimé

i)
21 23 49 44 59 20 13 19 177 35 127 29 97 80 6

No.haplotypes observés
T (unique) 15 (71,4%) | 21 (91.3%) | 47 (95.0%) | 42 (97.7%) | 50 (100%) | 20 (100%) | 11 (84.6%) | 15 (89,5%) | 120 (72.8%) | 26 (74,2%) | 96 (75,6%) | 20 (100%) | 77 (19,3%) | 33 (T1,7%) | 2(33:3%)
2 3 1 1 1 1 2 13 3 10 7 5

3 3 1 2 2 1
1 2 1 1
5 1 1 1
[ 1
[ 1
n I 2 18 3 59 20 2 7 18 30 09 29 6 16 3

HD 0,994 0,9981 0,9996 0,9995 1 1 0994 | 0,99480546 | 0,0983 0,9948 0,9981 1 0,9985 0,9775 0,75
DC 0,8571 0,9565 0,9796 0,9773 1 1 0923 | 0,89473684 | 0,8362, 0,8571 0,8583 1 0,8366 0,575 05
MP 0,0612 0,0473 0,0212 0,0238 0,0169 0,05 0,089 | 0,06371251 | _ 0,0085, 0,0334 0,0111 0,0345 0,0131 0,0437 05

Tableau 6.16 — Parametres de diversité estimés pour ’haplogroupe 12 dans les populations
européennes et le site néolithique du Mont-Aimé
Notes : N, nombre d’échantillons; HD, diversité haplotypique; DC, capacité de
discrimination ; MP, probabilité de match ; n, nombre haplotypes distincts; *DYS19,
DYS385 a/b, DYS3891, DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DY S438,
DYS439, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635 and GATAH4 ; 'Italie a été arbitrairement
divisée en 4 groupes (Sardaigne, Sicile, Calabre, Italie continentale) afin de déterminer s’il
existe une différence significative.

Liens phylogénétiques

Nous avons réalisé un network (Figure 6.15) afin de montrer les liens phylogénétiques des
haplotypes Y au sein des individus anciens (n=7) et modernes européens (n=894) appartenant
a I’haplogroupe 12 (Figure 6.15).

Nous observons une forte réticulation des haplotypes Y-STR I2. Trois groupes principaux
ressortent de cette analyse (de gauche a droite) :

® Un premier groupe dans lequel nous retrouvons les 5 individus du Mont-Aimé avec
des individus européens modernes notamment de France, Autriche, Suisse, Calabre.
Ces derniers sont des Arberéches, une population d’origine albanaise qui a migré en
Italie au XVeme siecle et qui a gardé une forte identité culturelle. Ce groupe comprend
majoritairement des individus appartenant au sous-clade 12alb.

® Un second groupe composé de populations de la région des Balkans et de Chypre. Dans
ce groupe le sous-clade 12ala y est majoritaire.

® Un troisieme groupe, représenté surtout par des populations d’Italie, d’Espagne et de
France appartenant majoritairement au sous-clade I2ala. Nous observons une réticu-
lation du network dans laquelle un des individus du Mont-Aimé est présent (2H11).
Cet individu dispose d’un haplotype Y-STR tres différent des autres sujets analysés au
Mont-Aimé et il a été confirmé par des SNP comme appartenant au sous-clade 12ala-
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o Mont Aimé
# Modern french samples

@ Treilles

Modern european samples

FIGURE 6.15 — Median Joning Network généré a partir des haplotypes Y-STR européens
anciens et modernes appartenant a I’haplogroupe 12

Notes : Echantillons européens modernes en jaune (n=836), échantillon de la grotte de Treilles
en rouge (n=1), échantillons frangais modernes en bleu ciel (n=58) et ceux du Mont-Aimé en
bleu (n=6).

P37.2. (Tableaux 6.6.2.2, 6.12).
Au centre de ce troisieme groupe nous retrouvons l'individu ancien de la grotte de
Treilles qui appartient au sous-clade 12ala-P37.2 (12).

6.6.7 Calculs du TMRCA

Nous avons cherché a calculer le TMRCA (abréviation de l'anglais Time to Most Recent
Common Ancestor) a partir de données Y-STR modernes et anciennes.
Ceci, nous oblige a aborder la question méthodologique des taux de mutation a utiliser pour
les STR (70; 248; 313), YHRD). Les taux de mutation Y-STR montrent une variabilité re-
marquable, allant de 2,38 x 102 & 1,86 x 10* par locus / génération. Le taux de mutation
est corrélé a la taille moyenne des alléles, a la complexité de la séquence des motifs répétés
et a ’age du pere (314). Il existe deux taux de mutation spécifiques aux locus régulierement

utilisés pour le calcul du TMRCA :

Le taux de mutation pedigree, qui varie entre 2,797 de 4,238 x 103 / STR / génération
(YHRD, (291)). Le taux moyen de mutation pedigree proposé dans la littérature (310; 200;
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315) est de 2,9 x 103 / locus/ génération. Il tend & sous-estimer fortement le temps de
divergence car il ne prend pas en compte les processus démographiques tels que la migration
ou la dynamique des populations. En effet il suppose une taille de population constante, pas
de flux génétique et un équilibre de mutation-dérive.

Le taux de mutation évolutif, qui est de 6,9 x 10* / STR / génération (70; 316). Il tend a
surestimer le TMRCA car il ne dépend pas de la dynamique de la population et inclut les
possibilités de changement de taille des populations et de flux génétique.

Selon Claerhout et al. (2018) (314) il est nécessaire de prendre en compte les taux de
mutations spécifiques aux haplogroupes. En effet, ces auteurs observent une différence signi-
ficative dans les taux moyens de mutations Y-STR lors de la comparaison des haplogroupe I
et J (4,03 x 10% mutations / génération) versus R1b (5,35 x 10% mutations / génération). Une
différence dans la distribution de la taille des alleéles a été identifiée comme la seule cause de
ces taux de mutation spécifique a I’haplogroupe.

En fonction du taux choisi et de I’age de I’haplogroupe, on observe une surestimation ou
sous-estimation du TMRCA. Nous avons réalisé deux analyses a partir de :

® L’estimateur rho (p) , pour lequel, nous avons constaté que la combinaison d’une ana-
lyse TMRCA prenant en compte les Y-STR sur des données anciennes et 1'utilisation
durho (p) statistique, expose les résultats a des erreurs d’estimation élevées.
Les valeurs de TMRCA obtenues, avec le taux de mutation pedigree, évolutif ou en
fonction de I'haplotype, avec 25 ou 30 ans d’dge moyenne / génération (317), restent
tres élevées par rapport a celles proposées dans la littérature pour I’haplogroupe 12 qui
daterait d’entre 20 a 22 kya (249; 228). C’est pourquoi, nous n’avions pas inclus ces
tests dans cette these.

Bien qu’elle a été largement acceptée et utilisée pendant plus d’une dizaine d’années,
cette statistique rho (p) n’en demeure pas moins critiquée et critiquable. 11 est difficile
d’évaluer sa fiabilité en raison du manque d’ensembles de données dont on connait le
moment d’intérét réel. L’exactitude des dates obtenues a partir de la statistique rho
(p) reste inconnue, en particulier en ce qui concerne les données génétiques collectées
aupres de populations aux histoires démographiques complexes (248; 313; 318; 65).
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® Le logiciel en ligne TMRCA Calculator (version Octobre 2014). Nos résultats varient
en fonction des taux de mutation (pedigree, évolutif ou en fonction de I’haplotype) avec
25 ou 30 ans par génération (317). Ce logiciel nécessite le nombre de marqueurs qui
ne correspondent pas entre les deux paires comparées. Dans un premier temps, nous
avons calculé a l'aide du logiciel Arlequin 3.5.2.2 (282) la moyenne des alléles différents
entre chaque population européenne moderne versus le Mont-Aimé (Tableau 6.17). Elles
varient entre 9,07917 et 10,94872.

Pays Moyenne alleles différents
vs. Mont-Aimé
Suisse 9,07917
Macédoine 10,58602
Albanie 10,30159
Autriche 9,44203
Bosnie-Herzégovine 10,78231
Bulgarie 10,59848
Chypre 10,51429
France 10,57018
Italie continentale 10,375
Calbre 9,77193
Sicile 10,94872
Sardaigne 10,5226
Monténégro 10,6811
Hongrie 10,5
Serbie 10,8866
Espagne 10,36042
Moyenne Total 10,3700275

Tableau 6.17 — Nombre moyen d’alleles différents entre chacune des populations modernes et
le Mont-Aimé.

A partir de ces valeurs, nous avons calculé une moyenne totale du nombre des diffé-
rences entre toutes les populations européennes versus le Mont-Aimé qui est de 10,37
(Tableau 6.17). C’est cette valeur qui a été utilisée pour nos calculs avec le logiciel
(http ://faculty.scs.illinois.edu/ mcdonald/tmrca.htm). Nous obtenons donc une esti-
mation de I’dge de l'ancétre commun a ces deux groupes ancien et moderne (composé
par 16 populations européennes modernes) qui varient en fonction du taux de mutation
appliqué et le temps de génération moyen utilisé (Tableau 6.18).
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Lorsque nous comparons nos résultats, nous confirmons que les taux de pedigree tendent
a sous-estimer le TMRCA, ainsi que le taux de mutations selon I'’haplogroupe. En effet, le
site du Mont-Aimé s’est établit il y a environ 5 000 ans. Les valeurs de ces deux taux de
mutations sont largement inférieures a 1’age archéologique du site. Le taux évolutif parait
plus concordant (Tableau 6.18), cependant ces valeurs sont a prendre avec précaution car ce
taux tend & surestimer le TMRCA.

. e Evolutif Pedigrée Haplogroupe
Taux de mutation utilisé (6,9 x10-4) | ( 2,9 xg10-3) (471())3 ilO-?I:)
Nombre de générations 580 139 100
25 ans / génération 14 500 ans 3 475 ans 2 500 ans
30 ans / génération 17 400 ans 4 170 ans 3 000 ans

Tableau 6.18 — Age estimé du dernier ancétre commun entre les lignées masculines modernes
et celles du Mont-Aimé, calculé a ’aide du logiciel TMRCA Calculator a partir des différents
taux de mutation et du temps de génération moyen.
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Notre étude a permis de regrouper les données archéologiques, anthropologiques et gé-
nétiques obtenues sur deux des plus anciennes sépultures collectives stricto sensu connues a
ce jour : les hypogées du Mont-Aimé (253; 254; 255; 256; 257). Ainsi, nous avons pu évaluer
les relations génétiques au sein de ces sépultures et avec les autres populations anciennes et
actuelles européennes.

Les hypogées du Mont-Aimé 1 et 2 localisés au niveau du Bassin parisien, situés dans le
Département de la Marne dans la Champagne crayeuse, datent entre 3645-3022 cal. B.C. et
sont associés aux groupes culturels du Néolithique récent du Bassin parisien (253; 254; 255;
256; 257). Ces sépultures collectives ont été creusées & la main dans la craie. Ce substrat
permet une bonne conservation des échantillons pour 'analyse génétique, ce qui n’est pas
toujours le cas lorsqu’il s’agit d’échantillons anciens.

Dans ces deux ensembles funéraires souterrains de construction analogue, des analyses
génétiques ont été réalisées sur 30 des sujets inhumés. Le matériel biologique que nous avons
privilégié a été la dent car la composition de I’émail et du cément permettent de mieux
préserver PADN des dommages extérieurs (110).

L’étude de STR (Short Tandem Repeats) autosomaux a permis la caractérisation du sexe
des individus ainsi que la détermination de liens de proche parenté. L’analyse de STR et

159
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de SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) du chromosome Y, a non seulement retracé les
lignées paternelles, mais aussi, permis la comparaison de ces dernieres a celles portées par
d’autres populations modernes et des groupes anciens européens. Le séquengage de la totalité
de la molécule d’ADN mitochondrial a permis d’étudier les lignées maternelles.

Ainsi, nous avons pu établir la particularité génétique des individus du Mont-Aimé pour
révéler son fonctionnement et son histoire mais aussi intégrer nos données dans la dynamique
du peuplement de la fin du Néolithique.

7.1 Authenticité

L’obtention de données sur ’ADN ancien est cruciale des lors que l'on s’intéresse aux
études paléogénétiques. En effet, nous devons étre capables de produire des résultats au-
thentiques et reproductibles a chaque manipulation dans le laboratoire, voire dans d’autres
laboratoires si nécessaire.

Pour cela nous avons respecté les critéeres d’authentification admis par la communauté scien-
tifique (115; 116; 272; 117).

Toutes les mesures strictes (Chapitres 5 et 6) prises pour éviter la contamination, les résultats
obtenus étant cohérents entre eux et reproductibles, nous pouvons considérer que nos données
sont authentiques.

7.2 Recrutement funéraire des sépultures collectives du Mont-

Aimé

Les profonds changements intervenus au Néolithique sont & l'origine de nouvelles idées et
de nouveaux comportements socio-culturels qui s’expriment sans aucun doute dans les rites
face a la mort et aux morts (261).

En Europe, les courants de néolithisation danubien (ou LBK) et méditerranéens (cardial
notamment) ont procédé a beaucoup plus d’échanges et ont été beaucoup plus en contact que
ce que les données culturelles pouvaient laisser supposer. Au fur et a mesure que le Néolithique
s’installe en Europe occidentale, la sépulture collective gagne du terrain et devient quasi
systématique a la fin du Néolithique récent (3300 a 2700 av.J.C. (263)).

Sur le territoire frangais, prés de 6000 sépultures sont connues (261). Ce rite collectif
est associé a une grande variété des monuments funéraires ayant comme fonction d’accueillir
les dépouilles de plusieurs défunts (grottes funéraires, allées couvertes, dolmens, hypogées
etc.). L’ajout régulier des corps dans ce type de sépulture est fréquemment associé a des
manipulations d’ossements (263).

Ceci souleve donc des questionnements sur les criteres d’acces aux tombes mais aussi sur
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I'organisation sociale des communautés néolithiques (262).

D’apres les données archéologiques et anthropologiques (253; 255; 256; 257), nous retrou-
vons cette manipulation d’ossements pendant I’occupation de ces deux sépultures collectives.
Par exemple les anthropologues (R. Donat, E. Crubézy) ont remarqué un préléevement des
cranes dans I’hypogée 2.

Ce prélevement et la dislocation des squelettes sont postérieurs a leur dépot dans ’hypogée.
En effet, des os des mains et des pieds, malgré qu’ils deviennent avec le temps extrémement
fragiles, ont été retrouvés, ce qui atteste d’'un dépdt des corps entiers (sépultures primaires).
Ce remaniement constant des os a l'intérieur des hypogées, la dislocation les squelettes qui
s’en suit, rend impossible la corrélation des données morphologiques antérieurement produites
avec nos données génétiques obtenues. C’est par ailleurs le cas pour la détermination du sexe :
les bassins ont été utilisés pour étudier le sexe morphologique et les mandibules pour le sexe
moléculaire. Mais il n’est pas possible de ré-associer la mandibule et le bassin d’'un méme
individu.

Cependant ’étude paléogénétique de ces deux hypogées du Mont-Aimé a révélé d’autres in-
formations qui seront discutées par la suite.

7.2.1 Datation radiocarbone et chronologie

Les premieres datations radiométriques obtenues pour le site du Mont-Aimé ont été réa-
lisées sur cinq fémurs gauches (253; 254) plagant le site du Mont-Aimé au milieu du 4éme
millénaire avant notre ére, coincidant avec le néolithique récent du centre nord de la France
(259).

Cette datation situe les hypogées du Mont-Aimé, comme les premieres sépultures collectives
sensus stricto connues du Bassin parisien. De plus, I’étude de son mobilier montre son ancrage
dans le néolithique récent du Bassin parisien (Tableau 7.1 (253)).

Pendant cette these, d’autres datations radiocarbone ont été réalisées sur quatre os de
mandibule au laboratoire de radiochronologie du centre d’études nordiques du Québec au
Canada (Données personnelles, Dr. Catherine Mollereau, Laboratoire AMIS, Tableau 7.1).
Ces datations étaient destinées a étre utilisées pour une étude collaborative qui a abouti a
une publication dont je suis co-auteur (Froment C. et al. 2020, Annexe G), et qui porte sur une
nouvelle approche qui permet de déterminer le sexe a partir des peptides sur des échantillons
anciens. Cependant, ces données sur les datations n’ont pas été publiées, mais nous les citons
dans cette these.

De plus, cette année des nouvelles datations sur des individus du Mont-Aimé ont été proposées
dans I’étude de Seguin-Orlando et al. (2021) (16) (Tableau 7.1).

Ces diverses datations confirment la chronologie décrite pour le site du Mont-Aimé, mais
aussi la contemporanéité entre les deux hypogées, voire une utilisation successive de ces deux
hypogées pendant quelques siecles.

Lorsque ’on regarde toutes les dates obtenues sur les différents matériels biologiques, I’hypogée
2 semblerait étre plus ancienne que ’hypogée 1 (Tableau 7.1, Figure 7.1).
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Moyenne

hypogée (code arqué i ) ID Matériel C14 en BP SD + cal BC | cal BC cal BC Références
Mont Aimé 2 (B10/C10, n°323 ; chambre funéraire 2) GrN-28995 fémur gauche 4790 (a)* 30 3639 3525 3582 Donat et al. (2014), Donat et al. (2019)
Mont Aimé 2 (B4, n°642; chambre fun GrN-28996 fémur gauche 4760 (a)* 30 3636 3382 3509 Donat et al. (2014), Donat et al. (2019)
Mont Aimé 1 (D3/D2, n°249; chambre funé GrN-31025 fémur gauche | 4650 (a)* 10 3523 3360 3442 Donat et al. (2014), Donat et al. (2019)
Mont Aimé 1 (D4/D5, n°2072; chambre fun GrN-31026 Témur gauche | 4560 (a)* 10 3491 3101 3296 Donat et al. (2014), Donat et al. (2019)
Mont Aimé 1 (C6, n°4132; chambre fun e 2 GrN-31027 fémur gauche 4470 (a)* 40 3349 3017 3183 Donat et al. (2014), Donat et al. (2019)
Mont Aimé 1 (C. 2627, chambre funéraire 1) 1HOT mandibule 4465 (b)* 15 3331 3029 3180 Données personnelles Catherine Mollere aboratoire AMIS
Mont Aimé 1 (C. D4S, chambre funéraire 1) 1H13 mandibule 4435 (b)* 20 3323 2935 3129 Données personnelles Catherine Mollere aboratoire AMIS
Mont Aimé 2 (C4 n°750, chambre funéraire 1) 2HI11 mandibule 4515 (b)* 15 3354 3102 3228 Données personnelles Catherine Mollereau. Laboratoire AMIS
Mont Aimé 2 (B5 n°333, chambre fun 1) 2H10 mandibule 4520 (b)* 15 3357 3103 3230 Données personnelles Catherine Mollereau. Laboratoire AMIS
Mont Aimé 1 (C. 3605, chambre funéraire 1) 1HO04 mandibule 4345 25 3021 2901 2961 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont-Aimé 1 (C. 3605, chambre funé > 1) 1H04 mandibule 4260 20 2911 2876 2890 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont Aimé 1 (C. 4037, chambre funéraire 2) 1HO06 mandibule 4450 20 3330 3018 3166 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont Aimé 1 C. 2627, chambre funéraire 1) 1HO7 mandibule 4480 20 3338 3037 3217 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont Aimé 1 C. D4S, chambre funéraire 1) 1H13 mandibule 4395 20 3092 2921 3001 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont Aimé 1 (C. 857, chambre funéraire 1) 1H14 mandibule 4470 20 3334 3030 3211 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont Aimé 2 (D5, chambre funéraire 1) 2H06 mandibule 4500 20 3344 3099 3215 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont Aimé 2 (Cr’l |1°7Ib’, chambre funéraire l) 2H07 mandibule 1540 20 3366 3104 3235 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont Aimé 2 (B5 2H10 mandibule 4495 20 3341 3098 3216 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont Aimé 2 ( 2H11 mandibule 4510 20 3351 3102 3213 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont Aimé 2 (D6 n°32 2H17 mandibule 4475 25 3338 3031 3208 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont Aimé 2 (C5x196, chambre funé 2HxC5x196x1131 cote 4515 20 3355 3102 3214 Seguin-Orlando et al. (2021)
Mont Aimé 2 (C5x1131, chambre funéraire 1) 2HxC5x196x1131 cote 4525 20 3361 3102 3218 Seguin-Orlando et al. (2021)
- 3600 & - 3500 cal. B.C.
3400 cal. B.C.
- 3200 cal. B.C
a - 3100 cal. B.C.
a 2900 cal B(
u Centre for Isotope Research , Groningen, Hollande.
u laboratoire de radiochronologie, Centre d’études nordiques, Quebec, Canada
* Cn,u s réalisé avec Ov( al 4.4, Int( 2) 2() Northern Hemisphere (Reimer et al. 2020) Dernier accés 20 Octobre 2020
Tableau 7.1 — Datations radiométriques obtenues sur des fémurs et des os des mandibule

appartenant & des individus de deux hypogées du Mont-Aimé.

Notre étude génétique a permis d’apporter plus d’éléments a ce sujet.

7.2.2 Structure génétique et relations des parentés

L’un des objectifs de ce travail de these a été de comprendre la structure génétique du site
du Mont-Aimé et de caractériser la diversité génétique des individus de ces deux hypogées.

7.2.2.1 Sexe moléculaire

Nous avons obtenu des données exploitables sur le sexe moléculaire de 30 individus inhumés
(13 femmes et 17 hommes, Tableau 6.4, Figure 7.1) a partir desquelles nous avons ciblé des

analyses plus compleétes.

Par ailleurs, le sexe de 10 individus du Mont-Aimé (6 hommes et 4 femmes ) a été re-confirmé

par 'approche qui détermine le sexe d’un individu a partir des peptides retrouvés dans les

dents (Annexe G). Cette étude auquel j’ai participé qui a abouti a une publication (Annexe
G), a permis de confirmer le sexe de I'individu 1H05 pour lequel nous n’avions pas pu avoir
des données génétiques le concernant.

Cette méthode (Annexe ) peut représenter une alternative a ’analyse génétique pour estimer

le sexe lorsque ’ADN n’est pas exploitable, comme c’est le cas pour les échantillons tres

anciens.
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7.2.2.2 Variabilité génétique

L’analyse de la variabilité génétique a partir des STR autosomaux, montre qu’il n’existe
pas de différenciation significative entre les individus inhumés entre les deux hypogées (Fst =
-0,00630 , valeur p = 0,64063 +/- 0,0053). Dés lors, nous avons considéré le Mont-Aimé 1 et
2 comme un seul et unique échantillon.

L’analyse des marqueurs autosomaux, révele que le locus SE33 est le plus polymorphe au
Mont-Aimé (Annexe C), mais aussi dans les populations modernes (319). L’allele 15 du locus
SE33 est le plus représenté au Mont-Aimé (0,16), mais faible chez les populations actuelles
européennes ou il a presque disparu. Il est possible que la faible fréquence de cet allele soit
due en plus de la sélection, a d’autres causes telles que la dérive génétique, les mutations géné-
tiques ou les migrations qui ont fagonné les populations actuelles européennes. Ce marqueur
SE33, est de loin un des locus le plus polymorphe parmi les STR autosomaux fournis dans les
kits commerciaux (6,3 10-%). Le grand nombre d’alléles autorise la détection de mélange et il
est donc treés utilisé dans les études d’ADN dans le domaine médico-1égal (320; 321; 322).
Lors de notre étude, le génotypage a livré des données claires et cohérentes sans aucun mé-
lange, ce qui suggere une origine unique des échantillons.

7.2.2.3 Parentés

De maniere globale, les individus inhumés au Mont-Aimé qui ont pu étre analysés géné-
tiquement sont assez homogenes, puisqu’ils ne sortent pas des rangs alléliques connus. De
plus, au niveau culturel, le mobilier de ces deux hypogées montre qu’elles appartiennent a la
méme culture, ayant des tendances régionales trés marquées au Néolithique récent dans 'est
du Bassin parisien et plus particulierement dans la Marne (253).

Nous avons également mis a jour quatre relations de parenté proche, dont deux de type
parent-enfant :

® Une au sein de 'hypogée 2 et une entre les deux hypogées (PO). Ces données ont été
confirmées par une étude génomique réalisée en 2021. (16)

® Une de type fratrie dans ’hypogée 1 (FS).
® Une de type second degré, dans I'hypogée 1 (HS).

Etant donné que nous n’avons pas de profils complets pour tous les autres individus
analysés, il est possible que d’autres parentés proches non détectées puissent exister au Mont-
Aimé.

Plusieurs articles ont étudié les relations de parenté génétique dans les populations an-
ciennes (12; 198; 118; 269; 271; 106; 323; 270; 324; 325; 265; 196; 133), cependant peu d’entre
eux ont démontré des relations de parenté trés proches de type parent-enfant. La plus ancienne
preuve moléculaire de I'existence du noyau familial & partir de 'analyse de STR autosomaux,
a été trouvée au néolithique final (2675-2465 cal.B.C.) prés d’Eulau, en Allemagne, sur quatre
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individus associés a la culture de céramique cordée : le pere, la mere et ses deux enfants vic-
times d’une mort violente (270).

Avec Darrivée des nouvelles techniques de séquengage (NGS) des relations de parenté type
parent-enfant ont été mises en évidence, dont la plus ancienne dans une sépulture du Néoli-
thique en Ukraine datant de 5291-5060 cal. B.C. (185).

Cependant, jusqu’a nos jours, jamais une parenté de type parent-enfant n’a été retrouvée

entre deux sépultures collectives ayant une situation géographique aussi proche, en effet, ces
deux hypogées sont séparées entre elles de 30 metres.
Dans cette relation de parenté de type parent-enfant, nous avons constaté que la manidibule
du parent se trouve dans la premiere salle de I'hypogée 2 (pres de la sortie) alors que celle de
Penfant de I'hypogée 1 est située au fond de la deuxieme salle (Figure 6.3). Ceci peut laisser
penser que les individus du fond de I’hypogée 1 ont été inhumés apres ceux de I'hypogée 2.

Les datations radiocarbones a notre disposition sur cette parenté incluant les individus
2H11 et 1HO6 (Tableau 7.1), nous confirment que la datation correspondant au pére de cette
parenté (2H11) est plus ancienne que celle de sa fille (1H06). Il se pourrait, en effet, quel’hy-
pogée 2 ait été utilisée en premier.

Nous pouvons supposer que le pére mort a I’dge adulte aurait été enterré en premier dans
I’hypogée 2, qui aurait été déja remplie puisqu’il est situé au début de celle ci. Concernant la
fille adulte, 'hypogée 2 étant remplie, elle aurait été inhumée dans I’hypogée 1, peu remplie
car elle se trouve au fond de la deuxiéme chambre.

Dans tous les cas, a travers cette parenté la contemporanéité et 'utilisation de ces sépultures
collectives par des générations successives sont attestées, en effet une génération sépare les
deux individus, donc les deux hypogées (Figure 7.1).

De plus, architecturalement parlant, chaque hypogée se compose de deux chambres funé-
raires, ce qui les distingue de la plupart des autres hypogées de la Marne (généralement com-
posées d’une chambre funéraire). Nous pouvons supposer que les individus qui ont construit
I’hypogée 1 connaissaient les plans de I’hypogée 2 ou vice-versa.

Toutefois, il faut prendre en compte que la diversité génétique et les parentés retrouvées
au Mont-Aimé ont pu étre également influencées et biaisées par un recrutement funéraire
particulier ou des pratiques telles que les prélévements des ossements, tres courant au Néoli-
thique en France (260). Ce biais d’échantillonnage est tres connu lors des études des collections
archéologiques, en effet, il peut surestimer les relations de parenté.

Notre étude paléogénétique contribue ainsi a notre compréhension des similarités de struc-
ture entre les deux sépultures collectives du Mont-Aimé, utilisées par des générations succes-
sives d’individus.

Par ailleurs, dans la région de la Marne & la fin du Néolithique, au moins 150 tombes
ont fonctionné en méme temps, ce qui suppose un nombre important d’individus dans ces
populations (251; 49). Le grand nombre d’individus inhumés au Mont-Aimé (NMI=116 indi-
vidus, selon les données anthropologiques), traduit une haute densité des populations dans
la région (253). Au Néolithique, bien que les relations de parenté aient été trés importantes
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au moment du traitement des morts, il y a eu aussi des inhumations liées a des connexions
sociales au-dela des relations génétiques entre individus (270; 106).

La famille telle que nous la connaissons dans nos sociétés occidentales n’a sans doute pas été
un modele universel chez les populations anciennes. Lorsque l'on regarde les sociétés tradi-
tionnelles actuelles, ol le systéeme d’organisation social est complexe, la parenté biologique
est brisée par des échanges et n’occupe aucun role dans la parenté de ces sociétés (326). Ceci
expliquerait un recrutement funéraire qui ne dépend pas uniquement de la parenté biologique,
le réseau d’alliances la brisant. Comme est le cas des sites Megalithiques irlandais de dont
le site de Newgrange qui retrouve de la parenté dans des sites éloignés (150 Km) et plus
anciens (327). Dans ce site, une tombe d’élite contenant un individu masculin identifié par la
génétique comme un enfant d’une union incestueuse au premier degré de type frere-soeur.

La déduction des relations sociales a partir de ’étude des ossements humains reste tres
complexe. Dans ce travail de theése, nous ne faisons que proposer des hypotheses parfois
difficilement vérifiables.

7.3 Origines Maternelles et Paternelles des individus du Mont-
Aimé

Grace a ’analyse des haplogroupes mitochondriaux et du chromosome Y, nous avons pu
approfondir nos connaissances sur les fonctionnements associés a cette société représentée
sur le site du Mont-Aimé. De plus, en retracant ces lignées uniparentales et en les compa-
rant a celles portées par d’autres populations anciennes et modernes, nous avons mis a jour
d’éventuels contacts biologiques et/ou leur (dis)continuité.

7.3.1 Lignées maternelles

Concernant les lignées maternelles, notre étude a montré une diversité haplotypique mi-
tochondriale importante. En effet, nous avons mis en évidence 8 haplotypes mitochondriaux
pour 10 individus issus des deux hypogées du Mont-Aimé. Ces haplotypes appartiennent aux
haplogroupes ou sous-haplogroupes : Jlcl, J1c5, Kladal, Kladalh, H1+16189, Hlela, H3,
Uba2b3, représentatifs des populations européennes anciennes et modernes.

7.3.1.1 Distribution des haplogroupes mitochondriaux

Ainsi, chez les populations anciennes, le refuge franco-cantabrique aurait joué un role
tres important lors de la recolonisation par des chasseurs-cueilleurs d’une partie de I’Europe
occidentale et septentrionale pour certaines lignées telles H1, H3, V et Ubblb (328; 329) il y
a environ 15 kya (330; 331; 218).
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L’haplogroupe U5 est courant chez les Européens mésolithiques et néolithiques (226; 210),
en particulier en Europe centrale et de ’Est. L’haplogroupe Uba serait apparu avant le LGM
environ il y a 27 000 ans, (218). Uba2b3 est retrouvé des le Mésolithique en Scandinavie
(308; 165).

L’haplogroupe H3 se serait répandu dans le nord de 'Europe il y a - 13 kya (330; 331; 332),
alors que 'haplogroupe Hle serait présent en Europe depuis le Néolithique (environ 7 kya)
(85; 304).

L’haplogroupe J serait arrivé en Europe méditerranéenne et centrale a la fin du LGM
(entre 19 a 12 kya), a partir d’un ou plusieurs refuges glaciaires du Proche-Orient (222; 223).
Sa dispersion en Europe continentale, voire dans la péninsule ibérique n’aurait pas eu lieu
avant le Néolithique ancien (224). Le sous clade Jlc se serait dispersé a partir du Proche-
Orient vers I’Europe méditerranéenne dans la période glaciaire tardive (environ 13 kya) (224).

L’haplogroupe K serait apparu chez les premiers agriculteurs d’Anatolie (47; 191; 197).

Ainsi, au Néolithique européen, de nouvelles lignées maternelles caractéristiques des pre-
miers fermiers arrivant depuis 1’Anatolie, deviennent fréquentes : H, HV, K, Kla, Nlala,
T2, Jlc et (196; 185; 226; 195; 211; 227), et suggerent qu’elles étaient représentatives des
migrations néolithiques en Europe.

Nous avons donc & la fin du Néolithique récent du Bassin parisien, au Mont-Aimé, des
haplogroupes dont 'apparition dans le continent Européen est associé tantot a des migrations
antérieures au Néolithique (H3, H1, Uba), tantdt a des haplogroupes trés caractéristiques des
migrations des premiers agriculteurs (Jlc, Kla).

7.3.1.2 Comparaison avec les populations européennes modernes et anciennes

Lorsque I’on compare ces lignées maternelles obtenues avec des haplogroupes présents dans
d’autres populations anciennes (Figure 6.7), nous observons une grande différence de ceux-
ci avec les populations paléolithiques et mésolithiques qui appartiennent majoritairement a
I’haplogroupe U et des populations datant d’apres - 3000 ans av.J.C. ayant majoritairement
I’haplogroupe H.

Au contraire, nos données mitochondriales concernant 10 individus du Mont-Aimé, se rap-
prochent de celles des populations néolithiques.

En affinant notre étude au niveau de I’haplotype nous observons des correspondances
completes entre I'haplotype du Mont-Aimé appartenant & ’haplogroupe J1c¢5 avec un individu
ayant vécu au Néolithique moyen en Pologne ; mais aussi des milliers d’années plus tard avec
chez deux individus vikings.

Des correspondances partielles a partir de 1 SNP ont été retrouvées chez des individus répartis
dans toute 'Europe et a toutes les époques et ceci depuis le Mésolithique (notamment pour
Uba2b3) (Annexe E).
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A partir de I’analyse mitochondriale, nous pouvons affirmer que la majorité des lignées du
Mont-Aimé sont caractéristiques du Néolithique européen (3; 85; 304; 302; 46; 47; 4; 5; 189;
306; 109), mais aussi avec la présence de I’haplogroupe U5a2b3 nous confirmos la présence
des lignées maternelles connus depuis le mésolithique.

Lorsque 'on compare ces haplotypes avec des populations modernes, dans la base de
données du Laboratoire de Strasbourg, des correspondances a partir de 2 SNP de différence
sont aussi observées avec des populations provenant d’Europe centrale (Serbie, Hongrie), mais
aussi d’Europe méditerranéenne (Espagne et Sardaigne) et de Sibérie.

7.3.1.3 Parentés

Les données mitochondriales ont permis de confirmer la relation de parenté type pere-fille
entre les deux hypogées. De plus, les datations radiocarbone obtenues appuient nos données
puisque le pere a une datation plus ancienne que celle de la fille (Tableau 7.1).

Aussi, nous confirmons la fratrie du c6té maternel entre deux individus adultes de sexe mas-
culin dans I’hypogée 1 précédemment déduite de I'analyse des STR autosomaux (Figure 6.3) ;
en effet, ils partagent le méme haplotype mitochondrial. Nous avons donc ici deux analyses :
autosomal et mitochondrial qui confirment de la fratrie (Figure 7.1).

La relation de type second degré (HS)dans ’hypogée 1 est aussi confirmée par les haplotypes
mitochondriaux.

7.3.2 Lignées paternelles

L’analyse des lignées paternelles a révélé que I’haplogroupe 12-M438 est majoritaire puis-
qu’il représente 76,5% des lignées observées. Nous nous sommes donc intéressés au macroha-
plogroupe I-M170 ainsi qu’aux haplogroupes dérivés.

7.3.2.1 Distribution de I’haplogroupe 1

L’haplogroupe I-M170 est quasi inexistant en dehors de I'Europe ce qui suggere qu’il est
apparu dans cette région du globe (201), et a joué un role central dans le processus de la
recolonisation humaine apres le dernier maximum glaciaire (LGM,environ il y a environ 20
kya) (201; 245). Il a été identifié comme un marqueur des populations Paléolithiques d’Europe.
(245; 199; 215; 185; 186; 210; 333). Le plus ancien individu masculin connu ayant ’haplogroupe
I est celui retrouvé dans la grotte de Paglicci en Italie; il date de 34580-31210 cal.B.C., et
appartient a la culture du Gravettien (165). Au sein des populations actuelles, I’haplogroupe
[-M170 est présent dans les pays germanophones de I’Europe du Nord et du Centre, et dans les
Balkans occidentaux (245). Les données disponibles indiquent une répartition géographique
de cet haplogroupe avec des fréquences tres élevées : supérieure a 70% en Herzégovine, environ
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50% dans les régions centrales et orientales de Bosnie-Herzégovine, et 35% dans le nord de la
Bosnie-Herzégovine, 63% a Dubrovnik en Croatie et 38% au Monténégro (334; 335; 336; 312).

7.3.2.2 Distribution de I’haplogroupe 12

Parmi les échantillons anciens étudiés dans les publications précédentes, le sous-haplogroupe
12-M438 est majoritaire au Mésolithique (337; 215; 47; 185; 58; 165; 46; 250; 199; 2; 338) et
serait un reliquat de la recolonisation de I’Europe apres le LGM a partir du refuge glaciaire
situé dans le sud-est du continent (339; 333). Il aurait été plus ou moins stable durant le
Meésolithique, mais ce n’est qu’au Néolithique qu'une expansion de ce sous-haplogroupe est
observée (333; 340; 341; 342; 343), ou il devient le second en fréquence apres 1’haplogroupe
G (109; 47; 185; 3; 165; 4; 46; 2; 85; 202), avec deux lignées majeures, 12ala-P37.2 et 12albl-
M223. Il aurait probablement été introduit dans les populations néolithiques lors des premiers
contacts avec les chasseurs-cueilleurs européens (3; 227).

Selon les données paléogénomiques récentes publiées précédemment sur le continent euro-
péen, nous avons calculé les fréquences de cet haplogroupe. Elles varient en fonction du temps
lorsque l'on regarde les trois grandes périodes de la préhistoire (Annexe H). L’haplogroupe
12 serait présent en Europe a 6,7% au Paléolithique, a 43,3% au Mésolithique et & 35% au
Néolithique. Sur le territoire frangais au Néolithique, il représenterait 40,3%. L haplogroupe
12a serait donc majoritaire au Mésolithique dans toute I’Europe.

Aujourd’hui, il est présent principalement dans les Balkans, en Sardaigne et dans le Nord-
Ouest de I’Europe continentale.

Notre étude sur les deux sépultures collectives du Mont-Aimé suggere une origine des li-
gnées paternelles d’origine chasseur-cueilleur mésolithique ou ’haplogroupe 12a est majoritaire
(337; 215; 185; 165; 46; 250; 2; 338). Cet haplogroupe va se maintenir jusqu’aux populations
de la fin du Néolithique (16). L’haplogroupe 12a semble avoir mieux survécu aux migrations
néolithiques du 3éme millénaire avant notre ére (46; 3; 192), que les autres lignées anciennes
et ceci dans tout le continent européen.

Le sous haplogroupe 12ala
Le sous-haplogroupe 12ala est représenté a 12% au Mont-Aimé (n=2, un individu par hypo-
gée).
Il est retrouvé chez plusieurs chasseurs-cueilleurs paléolithiques européens de I’est et du nord,
originaires de : Serbie, Hongrie, Lettonie, Suéde, Ukraine (47; 185), Luxembourg (199), et
Suisse ot se trouve ’échantillon le plus ancien appartenant a I12ala et datant de 11820-11610
cal.B.C. (186).
Au Néolithique, les individus appartenant a ce sous-haplogroupe proviennent d’Europe occi-
dentale : Espagne, Allemagne, Hongrie (47; 4), Grande Bretagne (3), Croatie (202), Suede
(207; 199; 46), Portugal (344), Lettonie (338), Norvege (345).
Pendant la transition du Néolithique vers ’age du Bronze les sujets anciens étudiés sont lo-
calisés en Hongrie, en Espagne, au Portugal et en République Tcheque (4; 47; 3).
Dans les populations actuelles européennes, les fréquences les plus élevées de 12ala se trouvent
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en Europe orientale et dans les Balkans (333). La grande diversité des haplotypes Y retrouvés
dans les populations modernes de ces régions laisse penser que cette lignée aurait diffusée
apres le LGM a partir de cette aire refuge (245; 335) et qui, selon les données sur le séquen-
gage complet du chromosome Y, serait agée de 5 a 7,5 kya (247; 249). Cet haplogroupe se
serait diversifié en au moins quatre groupes fondateurs dont dérive 12ala-M26 qui est tres
majoritaire chez les Sardes actuels (environ 40% des haplogroupes du chromosome Y retrou-
vés (346; 347)).

Dans le territoire francgais actuel cet haplogroupe I2ala est présent dans toutes les régions
(Figure 6.10).

En France, 12ala a été décrit dans les populations anciennes :

® Ausud, au début du Néolithique dans la région des Alpes Maritimes (5) ; au Néolithique
moyen dans des sépultures individuelles dans le département du Var (3) et en Occitanie
(15), mais aussi dans des sépultures collectives aux Néolithique final (12; 16).

® Au nord, dés le Néolithique moyen dans la région du Bas-Rhin, les Deux Sevres, Haut
de France (15; 5) et a 'ouest du Bassin parisien dans le département de I’Eure et Loire,
a la fin de la période néolithique (348).
[2ala serait donc présent tout le long du Néolithique dans le sud du territoire francais et
présent des le Néolithique moyen au nord.

Le sous haplogroupe I12albl
Dans les deux hypogées du Mont-Aimé, le sous-haplogroupe 12albl est majoritaire (n=8 dont
3 individus dans I’hypogée 1 et 5 dans I'hypogée 2). Une partie de ces données ont pu étre
reconfirmées par une étude a I’échelle génomique publiée en 2021 (16).
I2albl a été caractérisé chez des chasseurs-cueilleurs européens de Serbie et Lettonie (185).
Au Néolithique, cet haplogroupe a été identifié en Hongrie (4), en Grande Bretagne (3), en
Bulgarie, en Ukraine, et en Espagne (185).
Lors du passage du Néolithique vers I’dge du Bronze, les individus anciens de cet haplogroupe
sont localisés dans toute I’Europe : Hongrie, Espagne, Grande Bretagne, République Tcheque,
Bulgarie, Pologne, Russie, Ukraine (4; 3; 185).
Actuellement, 12albl est présent au nord et au centre de 1’Allemagne (10-20%), au Benelux
(10-15%) ainsi que dans le nord de la Sueéde. On le trouve également entre 3 a 10% au
Danemark, a ’est de I’Angleterre.
Dans le territoire francais actuel cet haplogroupe I2ala est présent en Bretagne, dans la région
PACA et en Alsace (Figure 6.10).

En France, il apparait chez des populations anciennes :

® Au sud, des le Néolithique ancien dans la région des Alpes Maritimes et au Néolithique
moyen en Occitanie.

® Au nord, au Néolithique moyen dans la région du Bas-Rhin. (15; 5).

12a1bl serait donc présent, au sud au Néolithique ancien et moyen et au nord au Néoli-
thique moyen. Jusqu’en 2020, 12albl n’avait pas été détecté a la fin du Néolithique, ceci était
di au fait que tres peu d’études ont été réalisées sur des restes biologiques de cette période.

En 2021, une étude sur 13 individus masculins de cette période (dont 5 du Mont-Aimé
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analysés dans cette theése) a montré que 77% appartiennent a ’haplogroupe 12al. Les auteurs
justifient cette proportion importante de cet haplogroupe soit par une dominance de cet
haplogroupe a travers toute la France a la fin du Néolithique, soit par une organisation
patrilinéaire.

Notre étude apporte des information supplémentaires sur le site du Mont-Aimé en confir-
mant la présence importante de cet haplogroupe 12albl a la fin du Néolithique dans le Bassin
parisien. Mais aussi révele une histoire individuelle de lignées paternelles qui persistent et
sont majoritaires dans ce groupe humain du Mont-Aimé malgré une introgression des lignées
du Néolithique. L’ensemble de nos résultats révelent de plus des pratiques patrilinéaires et
patrilocales.

7.3.2.3 Comparaison avec les populations européennes modernes et anciennes

Plusieurs études se sont concentrées sur la caractérisation génétique des chromosomes Y
dans les populations européennes modernes et anciennes, fournissant des informations clés
sur la structure génétique humaine et les origines phylogénétiques des lignées européennes
(228; 315; 310; 65; 248; 218; 200). Elles ont montré que les pools génétiques européens actuels
sont dérivés de diverses sources du passé comme : les chasseurs-cueilleurs paléolithiques-
mésolithiques, les agriculteurs néolithiques, les populations de I’dge du bronze et populations
dérivées (349; 340; 200; 350) . Cependant ces composantes varient a ’échelle locale et dans le
temps (5; 2).

En France, un nombre limité d’études ont été menées pour décrire le pool génétique mo-
derne. Au niveau génomique, des études ont montré une différenciation entre clusters régio-
naux qui correspondent étroitement aux divisions géographiques, historiques et linguistiques
de la France et contiennent différentes proportions d’ascendance des populations de 1’dge de
pierre et de 'dge du bronze. (351; 352).

Une autre étude (353) sur des données génomiques modernes en France comparées avec des
travaux précédemment publiés sur des données européennes anciennes (2), montre que la com-
posante néolithique européenne semble étre plus élevée dans le sud-ouest de la France, tandis
que la Bretagne porte une proportion d’ascendance chasseur-cueilleur plus élevée qu’ailleurs.

Lors de nos analyses sur les profils Y-STR 12, nous trouvons que les individus du Mont-
Aimé ayant vraisemblablement des lignées paternelles d’origine paléolithique, se placent dans
le méme groupe que ceux de la Bretagne, corroborant les données génomiques antérieure-
ment publiées (353). La France a sans doute été un carrefour des migrations humaines en
Europe occidentale depuis au moins le Néolithique ancien. Cependant, cette connexion médi-
terranéenne pourrait étre plus ancienne. En effet la composante natoufienne détectée presque
exclusivement dans les populations méditerranéennes, se trouve dans le territoire francgais,
avec la fréquence la plus élevée dans le département des Bouches-du-Rhéne (353).
Concernant les marqueurs uniparentaux, quelques études sur ’ADN mitochondrial (354; 355)
et le chromosome Y (292) sont disponibles. En particulier, Ramos-Luis et al.(2014) (292)
publient I'une des rares études décrivant la structure génétique du chromosome Y des popula-
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tions frangaises, en utilisant 17 Y-STR et 27 Y-SNP pour identifier des haplotypes dans sept
régions francaises.

Ces auteurs ont détecté 22 haplogroupes, dont sept étaient communs & toutes les popula-
tions analysées (G, I, 12a2, J2, R1b1b2, R1b1b2a2d, R1b1b2a2g). Ils ont également montré
que les individus bretons étaient significativement différents des individus des autres régions
francaises.

Jusqu’a trés récemment, les études d’ADN ancien sur le territoire francais étaient rares
et concernaient principalement la période néolithique (12; 211; 13) et deux communautés de
ldge du fer (356). Cependant, en 2020, deux études ont examiné des données de génomes
nucléaires et uniparentaux du Mésolithique a I’dge du fer (15; 5). De maniére générale au
Néolithique francais les haplogroupes du chromosome Y retrouvés lors des analyses des dif-
férents sites archéologiques sont : 11, E1, H2, G2a, Cla2 et 12 qui est largement majoritaire
par rapport aux autres (15). Ces données sont soutenues par une autre étude publiée en 2021
(16).

Au sud de la France (sites archéologiques de Pendimoun et de Bréguieres), les analyses gé-
nomiques constatent une ascendance chasseur-cueilleur plus élevée qu’ailleurs en Europe et
ceci des le Néolithique ancien. De plus, les individus de ces sites appartiennent tous a I’ha-
plogroupe 12a d’origine chasseur-cueilleur mésolithique (5).

Au nord-est, sur le site d’Obernai, tous les hommes étudiés appartiennent aux haplogroupes
12a ou Cla issus aussi des populations Mésolithiques (5).

Les haplogroupes retrouvés chez des individus associés a la culture rubané en France sont G2a,
H2 et Cla2, la présence de ce dernier suggere une introgression d’origine chasseur-cueilleur
dans les populations néolithiques a partir du Néolithique ancien (15). Dés 2011, Lacan et al.
(2011) (12) ont fourni des informations utiles sur la période du Néolithique final dans le sud
de la France avec le site des Treilles (3 000 B.C.). Ces auteurs ont montré que la diversité
de la population liée aux chromosomes Y est tres faible sur ce site, et est également phylogé-
nétiquement tres homogene, avec une majorité de chromosome Y G2a (20/22 individus), et
seulement deux individus porteurs du chromosome Y I2. Seguin-Orlando et al. (2021) (16)
montrent aussi une diversité faible du chromosome Y a la fin du Néolithique, puisque dans des
sites situés au nord et au sud du territoire, 'haplogroupe majoritaire est 12al. Ceci peut aussi
refléter d’un recrutement funéraire biaisé mais aussi d’une organisation sociale patrilinéaire

bien décrite au Néolithique (357; 358).

Ces études sur des données francaises montrent des résultats contrastés : les populations
francaises modernes ont des distributions hétérogenes des haplogroupes paternels alors qu’il
y a une diversité des haplogroupes Y réduite au sein des sites néolithiques. Cependant, il ne
faut pas oublier que la composition d’un groupe archéologique dépend du recrutement funé-
raire réalisé lors des inhumations et donc n’est pas structuré comme un échantillon moderne

classique (358; 357).

Notre étude montre que les haplotypes Y des individus du Mont-Aimé sont absents dans
les populations modernes et n’ont aucune correspondance complete avec des données Y-STR
anciennes (base de données YHRD, base de données internes aux laboratoires de Toulouse et
Strasbourg, données Y-STR ButlerPlex). Ces haplotypes Y-STR 12 sont différents, non seule-
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ment de tous les autres haplotypes 12 du Néolithique en France (12) mais aussi des autres
populations européennes anciennes (293; 294) et modernes analysées.

La comparaison avec les populations francaises montre également que les haplotypes du Mont-
Aimé se différencient de ceux de toutes les autres populations (Figures 6.8 et 6.9). Les sta-
tistiques Fst démontrent des différences génétiques importantes entre les haplotypes Y du
Mont-Aimé et la plupart des populations modernes analysées (Tableau 6.13).

La comparaison avec les populations européennes montre que les haplotypes du Mont-Aimé,
méme s’ils sont uniques, se rapprochent plus des populations modernes d’Europe centrale
telles que la Suisse et I’Autriche (Figure 6.11). Les statistiques F démontrent des différentia-
tions génétiques modérées et importantes avec les populations européennes analysées (Tableau
6.15).

A partir des données Y-STR, nous pouvons affirmer que ces lignées paternelles du Mont-

Aimé n’ont pas de descendants dans les populations modernes analysées a ce jour. De plus,
les haplotypes Y 12 du Mont-Aimé sont totalement distincts de 'haplotype Y 12 des Treilles,
méme si les deux sites sont contemporains de la fin du Néolithique. En effet, I’haplotype
des Treilles se regroupe toujours, quelle que soit 'analyse effectuée, avec des populations
modernes d’Europe de 'ouest telles que 'Ttalie et 'Espagne (Figures 6.11, 6.14). Nous avons
montré que les lignées 12 du Mont-Aimé et des Treilles sont séparées géographiquement et
génétiquement pour cette période, présentant donc un modele génétique contrasté (12 et G2
respectivement) avec une sous structure nord-sud en France pour les données disponibles des
STR du chromosome Y.
Cependant, malgré ces différences, les deux groupes présentent un modele commun de faible
diversité du chromosome Y. Ceci s’expliquerait par le degré élevé de partage des haplotypes
dans ces sépultures collectives. Par exemple, lorsque I’on regarde les profils Yfiler complets (17
marqueurs STR) obtenus dans notre étude, 4 haplotypes sur 6 sont identiques, ce qui pourrait
refléter un type spécifique de recrutement funéraire pour les deux hypogées du Mont-Aimé.

Ces données nous permettent un éclairage nouveau sur les lignées paternelles au Néoli-
thique récent en France. En effet, nous avons deux sites en miroir entre Treilles au sud et
Mont-Aimé au nord de la France, qui présentent tous les deux une diversité paternelle faible
(Haplogroupe G2 et 12 respectivement), voire la présence du méme haplotype majoritaire
ce qui pourrait se traduire soit par des apparentements récents soit par une patrilinéarité
continue. D’ailleurs, cette faible diversité des lignées paternelles est aussi retrouvée des le
Néolithique ancien (sites de Pendimoun et Bréguiéres au sud, haplogroupe 12a), mais aussi
au Néolithique moyen (Obernai, haplogroupes 12a et Cla)(5) et a la fin du Néolithique au
sud et au nord du territoire francais (16).

7.3.2.4 Parentés

Les données sur le chromosome Y ont permis de confirmer la parenté parent-enfant dans
I’hypogée 2 obtenue lors des calculs avec des STR autosomaux, mais aussi la fratrie dans
I’hypogée 1 entre deux adultes de sexe masculins. Nous sommes donc bien en présence d’une
fratrie qui partage les mémes lignées paternelles et maternelles (Figure 7.1).
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7.3.2.5 Estimations du TMRCA

Nous avons observé une limite dans la contribution des marqueurs STR par rapport aux
SNP, limite bien connue dans la littérature (359; 310). En effet, des panels de marqueurs SNP
seraient plus appropriés pour définir I’haplogroupe en raison du taux de mutation faible et
au modele de mutation bien plus simple (310).

Les Y-STR ayant un rang allélique large et un taux de mutation élevée et donc une variance
plus élevée sont plutot un bon marqueur de discrimination qui pourrait permettre la détection
de processus plus subtils dans la population. Tel est le cas dans la détection d’une barriere gé-
nétique entre populations slaves et germanophones a petite échelle dans le temps tels qu’avant
et apres guerre (360).

Cependant, parfois on peut rencontrer des ressemblance des haplotypes Y-STR entre individus
non apparentés qui posent un grand probléme, mais aussi une ressemblance des haplotypes
entre différents sous haplogroupes qui peut nous induire en erreur lorsqu’on analyse la struc-
ture génétique de la population (359).

C’est pourquoi lors de cette étude nous avons choisi plusieurs méthodologies (Y-STR et Y-
SNP) pour lattribution de I'haplogroupe, ainsi que des analyses approfondies qui prennent
en compte ces particularités des Y-STR.

L’estimation du TMRCA sur des structures telles que le STR est complexe, car elle va dé-
pendre d’un grand nombre de facteurs encore discutés a ’heure actuelle (248). Les STR ont
des taux de mutations 3 fois plus rapides que les marqueurs SNP, ce qui donne des écarts assez
grands entre les limites inférieures ou supérieures du TMRCA (313). Nous avons testé comme
proposé dans la littérature les taux de mutation évolutif, pedigree et propres a I’haplogroupe
I (70; 316; 248; 313; 314).

Les STR ont pour caractéristique d’avoir des mutations multiples dans le méme locus ou une
forte homoplasie qui pourrait provoquer un biais lors des calculs avec des données anciennes
(361). Lors des analyses de Y-STR il faut prendre en compte le rang allélique, le taux de
mutation relatif, 'impact de la conversion génique sur certains marqueurs. Comme le cas
du Y-STR DYS385 a/b qui a une sous structure artificielle créée par la conversion génique
qui augmente la diversité globale des haplotypes parmi les chromosomes au sein des groupes
apparentés(362).

Ces sont des facteurs de biais additionnels complexes a gérer. C’est pourquoi le calcul du
TMRCA proposé entre les lignées 12 modernes et anciennes du Mont-Aimé (pour un taux de
mutation évolutif de 6,9 x 10* 14 500 ans pour une génération chaque 25 ans et 17 400 ans
pour une génération chaque 30 ans) reste une surestimation, malgré le fait que la lignée plus
ancienne pour la sous-clade [2ala a été retrouvée chez un individu ancien de Suisse datant
de 11 820-11 610 ans cal. B.C. (186).

7.3.3 Conclusions sur les marqueurs uniparentaux

Lorsque nous comparons la distribution des haplogroupes du chromosome Y (confirmés
par des SNP) et de I’ADN mitochondrial dans les hypogées du Mont-Aimé, nous observons
qu’il existe une plus grande diversité concernant les haplogroupes mitochondriaux par rapport
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a ceux du chromosome Y. En effet nous retrouvons un seul haplogroupe masculin 12a chez
14 individus contre 8 haplogroupes ou sous-haplogroupes mitochondriaux différents et ce
chez uniquement 10 individus (différence significative calculée avec un test exact de Fisher, p-
value : 0.035182408795602, avec intervalle de confiance a 95% [0.0017 ; 0.8886]). Cet haplotype
du chromosome Y, I2a est typique des chasseurs-cueilleurs européens du Mésolithique (165;
185; 194; 189; 5; 15; 250). Ceci suggere un processus de mélange génétique entre fermiers et
chasseurs-cueilleurs biaisé avec plus d’hommes chasseurs-cueilleurs et plus de femmes fermieres
pendant le Néolithique (357).

Bien que, dans cette étude les individus typés ne montrent pas un recrutement funéraire

différentiel entre hommes et femmes (13 individus féminins et 17 individus masculins iden-
tifiés), plusieurs facteurs devrait étre pris en compte car ils peuvent sous-tendre la présence
d’une lignée Y 12 dans ces deux hypogées du Mont-Aimé.
Lorsque 'on considere les 4 hommes portant le méme haplotype Yfiler 12, ils pourraient étre
apparentés, comme le montrent les structures mégalithiques décrites par Sanchez-Quinto et al.
(2019) (357), et le recrutement funéraire pourrait impliquer des membres de la méme famille
ou de la méme lignée paternelle.

De plus, la diversité entre ’ADN mitochondrial uniparental et les marqueurs du chromo-

some Y s’est déja avérée tres différente dans les groupes étudiés pour la période néolithique.
Souvent, le modele de diversité du chromosome Y est plutét réduit par rapport a la diversité
mitochondriale pour le néolithique (46; 47; 3; 5).
Enfin, il existe une fréquence élevée de I’haplogroupe 12 dont on pense qu’il retrace des lignées
issues de chasseurs-cueilleurs du Mésolithique et qui persistent jusqu’a la fin du Néolithique
(4; 3; 207; 337; 243; 199), étayée par un biais sexuel dans les populations néolithiques (246).
De méme, la fréquence de 'haplogroupe 12-M438 au Mont-Aimé est de 76,5% (13/17 indi-
vidus) dont une majorité attribué a ’haplogroupe 12a1b1-M223 (8 individus), montrant une
forte homogénéité phylogénétique dans ce site.

Notre étude des lignées uniparentales a montré donc une diversité d’haplotypes mitochon-
driaux caractéristiques du Néolithique européen occidental mais a également mis en lumiere
I’homogénéité des haplotypes du chromosome Y, dont aucun n’est retrouvé dans d’autres po-
pulations anciennes ou modernes étudiés. Ce résultat suggere la présence, dans la population
Néolithique du Bassin parisien, de groupes humains porteurs de lignées maternelles typiques
de la période néolithique européenne et de lignées paternelles alors déja rares et aujourd’hui
disparues. De plus, ces résultats associés avec les parentés obtenues suggerent qu’un seul
groupe social utilisait ces sépultures collectives pour I'inhumation préférentielle d’une partie
de ses membres.

La présence de ces lignées masculines, dans ce groupe d’individus du Mont-Aimé, vraisem-
blablement issues du Mésolithique européen, se rattachent plutot a des populations actuelles
d’Europe centrale. Elle démontre la persistance des lignées paternelles majoritaires chez un
groupe d’hommes encore génétiquement non-assimilé a la fin du Néolithique, méme si celui-ci
était progressivement incorporé a une population de nouveaux arrivants associés a la culture

bell-beaker (3).
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CHAPITRE 8

CONCLUSION ET
PERSPECTIVES

L’objectif général de cette these, était d’apporter de nouvelles données paléogénétiques,
concernant un groupe culturel associé au Néolithique récent du Bassin parisien, plus précisé-
ment situé dans le département de la Marne : Le Mont-Aimé (3000-3600 BC).

A travers le prisme d’une approche paléogénétique, nous nous sommes servis des mar-

queurs utilisés pour l'identification humaine en médecine légale (STR autosomaux, STR et
SNP du chromosome Y) ainsi que du génome mitochondrial complet.
Nos données ont été comparées avec celles disponibles sur les populations modernes et les
groupes anciens européens afin de documenter les modes d’échanges impliqués dans ces chan-
gements biologiques et culturels et d’intégrer nos données dans la dynamique du peuplement
de la fin du Néolithique.

Cette étude multidisciplinaire a révélé des informations détaillées sur I'organisation sociale
et les rites funéraires d’une communauté a la fin du Néolithique au niveau du Bassin parisien.

L’étude des données archéologiques (mobilier et C14) (253; 254; 255; 256; 257; 16) et de
I’ADN nucléaire a révélé les détails de la chronologie du site et démontré la présence de plu-
sieurs parentés génétiques au sein et entre les deux hypogées.

Ces résultats mettent en évidence la contemporanéité entre les deux sépultures collectives du
Mont-Aimé et contribuent ainsi & notre compréhension des similarités de structure en tant
que sites funéraires, utilisés par des générations successives d’individus et ceci pendant plu-
sieurs siecles.

Ces sépultures collectives sembleraient étre réservées a des individus plutot apparentés sug-
gérant 'utilisation du site par un seul groupe social.

Cependant il faut prendre en compte que notre échantillon ne représente pas une popula-
tion au sens anthropologique du terme, et que la diversité génétique et les parentés décrites
dans notre étude peuvent étre biaisées a cause du recrutement funéraire.

La région, a cette époque, présentait une haute densité de population et les sociétés privilé-
giaient un systeme de réseau d’alliances brisant la parenté biologique. Cela pourrait représen-
ter une explication au peu de parentés retrouvées ou aux pratiques funéraires (prélévements
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des cranes attestés dans I'hypogée 2) qui ne représentaient probablement pas I’ensemble de
la diversité présente dans ce site et a I’époque.

Sur le site du Mont-Aimé, nous avons identifié génétiquement un groupe de la fin du Néo-
lithique localisé dans le Bassin parisien. Nous avons constaté un contraste entre les lignées
maternelles et les lignées paternelles.

Nous observons, d’une part, une importante diversité mitochondriale, malgré le faible nombre
d’individus analysés, caractéristique du Néolithique européen occidental, et d’autre part une
homogénéité des haplotypes Y-STR, d’origine chasseurs-cueilleurs mésolithiques (haplogroupe
12a).

Par ailleurs, aucun haplotype Y-STR du Mont-Aimé n’a été retrouvé chez les autres popula-
tions anciennes ou modernes a ce jour.

Ce fonctionnement social intégrerait des femmes aux origines plus diverses que les hommes et
tendrait a suggérer une organisation sociale de type patrilinéaire. Ce type de fonctionnement
social a été auparavant mis a jour dans des sociétés néolithiques qualifiées de patrilocales et
exogames (12; 270; 357; 358).

Notre étude suggere que les deux hypogées du Mont-Aimé ont été occupés par un seul
groupe social qui inhumait préférentiellement une partie de ses membres, sans pour autant
pouvoir les relier a un des deux courants de migration néolithique danubien ou méditerranéen.
Nous avons identifié, plus de deux mille ans apres I'arrivée des premiers fermiers dans le
territoire francais, la persistance d’un groupe d’hommes génétiquement non assimilés dont les
lignées masculines, probablement d’origine mésolithique, et qui ont aujourd’hui disparues.

Ces analyses révelent donc une histoire personnelle, celle de lignées paternelles demeurées

majoritaires dans un groupe humain, alors méme que celui-ci était progressivement incorporé
a une population de nouveaux arrivants.
Bien que le typage des marqueurs génétiques uniparentaux soit une étape importante dans
la reconstruction de I’histoire des populations anciennes, plusieurs questions n’en restent
toutefois pas moins ouvertes et offrent 'opportunité a de nouvelles études et analyses du
génome entier d’y répondre.

En approfondissant les analyses sur les autosomes, il sera possible d’avoir une définition
plus précise des composantes génétiques ancestrales des individus du Mont-Aimé.
Il serait intéressant d’étendre I'approche génomique (16) a plus de sujets du site du Mont-
Aimé et d’effectuer une comparaison avec d’autres sites archéologiques (comme cela a été
démontré pour des sites mégalithiques en Irlande séparés de 150 Km (327)) afin de démontrer
la (dis)continuité génétique dans les différentes régions de France, d’autant que les données
génomiques des sites archéologiques européens datant des différentes périodes de la préhistoire
sont mise a la disposition de la communauté scientifique.
Cela permettrait indubitablement d’améliorer la compréhension des sociétés de la fin Néoli-
thique en France.

Une analyse radiocarbone plus exhaustive des ossements humains du site du Mont-Aimé,
notamment entre les individus apparentés dont nous n’avons pas pu obtenir des données,
pourrait améliorer la compréhension de 1'utilisation des hypogées et sa chronologie plus dé-
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taillée.

Par ailleurs, il serait intéressant de réaliser des analyses géochimiques en utilisant, par
exemple, des isotopes radiogéniques comme le strontium sur les individus du Mont-Aimé.
Cela fournirait des informations importantes telles que les zones d’origine des individus, leur
mobilité et leur mouvement migratoire. Cela permettrait, en outre, de confirmer les hypo-
theses de résidence et d’exogamie chez des sujets anciens.

Les isotopes du strontium (Sr), retrouvés dans 1’émail des dents, refletent le strontium ali-
mentaire dérivé des sols ot ont été produits les aliments consommés pendant I'enfance. Ces
isotopes different entre individus en fonction des régions géologiques. Ils peuvent étre utilisés
pour déduire I'origine du lieu de 'enfance d’un individu et ainsi identifier les mouvements ul-
térieurs, qui peuvent étre liés a un comportement de subsistance, a des traditions d’exogamie
ou a des migrations massives (363; 364).

Ces travaux permettrait d’infirmer ou de confirmer les hypotheses de patrilinéarité ou d’exo-
gamie des femmes non seulement au Mont-Aimé mais également dans les groupes néolithiques
dans lesquels la parenté génétique semble étre un point central de I'organisation sociale.

Notre connaissance de la préhistoire humaine est de plus en plus complete.

Cependant, de nombreuses questions attendent toujours d’étre traitées et des travaux de plus
en plus pointus sur ’ADN ancien nous permettront sans doute d’y répondre.

Si les événements démographiques récents majeurs en Europe ont peut-étre déja été décryptés,
ils n’ont pas eu le méme impact sur les différentes régions d’un territoire aussi vaste. L’échan-
tillonnage des zones actuellement sous-représentées nous permettra ainsi d’avoir une vision
plus précise de ces processus migratoires et démographiques qui ont fagonné les populations
humaines actuelles.

Enfin, les améliorations techniques et conceptuelles dans toutes les étapes de la recherche
sur ’ADN ancien, nous permettrons d’obtenir des génomes de haute qualité pour les analyses
génomiques. Ainsi, nous pourrions mieux appréhender I’histoire des populations humaines
passées, issues des échanges des geénes; leur histoire étant une combinaison d’histoires indivi-
duelles.
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PredYMaLe was designed and used to test whether a ML approach can predict haplogroup classes from Y-STR
profiles. Applied to our kit, SVM and Random Forest classifiers perform very well (average 97 %), better than
Neural Network (average 91 %) and Bayesian methods (< 90 %). We observe heterogeneity in haplogroup
assignation accuracy among classes, with most haplogroups having high prediction scores (99-100 %) and two
(E1b1b and G) having lower scores (67 %). The small sample sizes of these classes explain the high tendency to
misclassify the Y-profiles of these haplogroups; results were measurably improved as soon as more training data
were added. We provide evidence that our ML approach is a robust method to accurately predict haplogroups
when it is combined with a sufficient number of markers, well-balanced mutation rate Y-STR panels, and large
ML training sets. Further research on confounding factors (such as CNV-STR or gene conversion) and ideal STR
panels in regard to the branches analysed can be developed to help classifiers further optimize prediction scores.

1. Introduction

The Y-chromosome has been extensively used to identify male in-
dividuals in forensic communities [1] and to reconstruct the family and
evolutionary history of paternal lineages in geneticists [2] and gen-
ealogists communities [3]. Questions related to the latter research topic
are diverse and to address them on the Y-chromosome which is char-
acterized by a low genetic diversity in human species, it can be ad-
vantageous to capture not only long-term but also short-term genomic
information. It would help to optimally study not only the biogeo-
graphic informativeness of Y-haplotypes [4] but also Y-specific migra-
tion paths and social structure, surname diffusion, paternal history of
royal family members, and paternal lineage diffusion [3,5-16]. But
whatever the objectives and the technics used, the key problem remains
the same: finding a good equilibrium between the resolution needs
(markers and mutation rates) and the costs involved. Retrieving long-
term genomic information has classically been completed using Y-
SNaPshot analyses (for a review on Y-SNP typing see [17]), and very
recently by using massively parallel sequencing [18]. Retrieving short-
term genomic information has mainly consisted in Y-STR profiling in

Table 1

accessing the maximum of STRs variants and polymorphism either by
(i) designing Y-STR multiplexes including highly mutable markers to
better discriminate closely related individuals [19,20] or (ii) by se-
quencing and extracting length-based Y-STR polymorphism STR loci
from Next Generation Sequencing technologies as implemented in
STRait Razor [21] to get rid of the excess of variants. To access short
and long-term information while diminishing costs, some studies have
chosen to generate high resolution Y-STR data and to use previously
developed tools to predict haplogroup classes [22-25]. Among these
methods, Neural Network-based models (Felix Immanuel website[55]
http://www.y-str.org/)) and Bayesian-allele frequency approaches [26]
were the first to have been developed, although ML approaches have
been also tested [27] (see Supplementary data 1 for a review). How-
ever, the large bias in haplogroup prediction error [25] has urged the
development of ready-to-use predictive tools, while considering more
carefully the impact of STR mutation rates. The human Y-STR mutation
rate spectrum is wide with a 1000 to 10,000-fold of magnitude. Al-
though this represents a powerful source of variation for designing tools
in forensic genetics (from molecular to computational-based types), it is
currently poorly explored.

CombYplex M1 (a) et M2 (b): markers, molecular structures, primers and amplification conditions. *Dyes: Blue: FAM; Green: VIC; Yellow: NED; Red: PET.
Nomenclature is given according to the following papers: [52] [53]; [54] and the STRidER Reference database: https://strider.online/).

al M1
Primer Forward Primer Reverse Litterature Observed  Male C1#

M1 Markers Mu:ﬁhon Repeat structure i = o hpsi’:“‘ Aike

Dye/Name Sequence (53] pey THMI Name Sequence (S'-3') gy M Range  range Range st

(bg)
DYS485 4,04E-08 {TTAJ FAM_DVS485_F3  catataacasaattgastgigtactec 57,3 05 DYS485_A2 agectgggtgacasgagitatac SE7 05 1121 108138 1120 16
DYss88 3,926-04 [GCATT), FAM_DYSSEE_F  gaatpeagasccelcasgga 60,2 0,18 DYSSEE_R EpUClERglgAcagasacaT 60,2 018 916 142-170  10-18 12
DYs502 3,856-04 [AAT(TGC)|CAT), FAM_DYSS02_F  capeasgreaccataceata 596 0,25 DYss02 R tEtgetitggagtitggag SE9 025 69 205214 610 8
D\,Ls:;;';z 9,B%E-04 [TAGA}-{CAGA]L FAM_DY5461 F  aatacataataastgataggcagagga 57,9 06 DYS461 R ERgagcigaataagiglatcaggtaa 586 0.6 B-13  249-269 7-14 11
DYs538 1,046-03 (TTTAL FAM_DYSE3E F  ttctaatticagtgctitcaattttc 593 12 DYSE38R agElggRtcatgaggteagt 594 12 B3 303323 713 11
DYS543 1,56-03 | n VIC_DYSE43_F  asgecatgectggttanactac 596 0,1 ODYSE43R accaaacaceaceeatice 605 01 B13 132159 716 10
DYssa7 2,626-03 CAATA)J{CAGTA)[CASTA}s VIC_DYSSE7_FZ  ettettgganagtageatiteat 581 08 DYSSET_R2g saagictgacastgagasgggiitctasgitcagg 689 08  B-16 191222 Bl 1
DYS575 3,916-04 (AAAT), VIC_DYSS75_FZ  cagaggitceagtaagettagatea 60,3 0,3 DYSST5_A2 cangatgEgetitaggiga 509 03 B12 260276  B12 10
DYs578 9,956-04 (AAAT), VIC_DYSSTE_F  goggcggasctiicagigag 60 05 VIC_DYSSTE_R2 cagaagtecccigtgiiteas 60,1 05 710 305317 611 ]
DYS532 3,976-04 (CATT). NED_DYSE3Z_F  cacagtttcagicttgeatgs 593 0,09 DYSE3ZR telERRCASCARAAERARAC 604 009 B20 106-114 711 9
DYs508 3,036-03 (TATC]n MED_DYSS08_F  acaatggesatcecanatte 596 04 DYSS08R pancasatanggERgEatgEat 591 04 15 165193 B1S 11
DYS540 3,98E-04 (AAAT], NED_DYSE40_F  ggasasaccatgagateetpte 598 02 DYSB40R aagecegiteatattitaaagac 579 02 913 252268 713 11
DYS511 1,526-03 |GATA), NED_DYSS511 F  tgggetggatgtgtaggtaga 60,2 03 DYSS1LR tetggttEtEcCttagatitga 597 03 914 307327 714 10
D577 4,11E-04 [ATTC). PET_DYSS7TT_F  tttictacgigtgtatccactaace 598 015 OYSST7R Etgtooceageectgtta 595 015 11 100-112 612 9
DYS556 1,596-03 (AnTA), PET_DYSS56_F  tcaccaatgacattttacagea 591 06 DYSSS6_R tggitagtgtaatgratccag 57,7 06 B12 156172 B3 11
DYs517 3,216-03 (AAAG] N1 AAAG]: PET_DY¥S517_F2  aactgaccagcasaaatgttasa 578 05 DY¥S517_R2 Igtetgagacctacaagattge 571 05 1018 213-245 918 13
DYS565 2,096-03 (ATAR), PET_D¥S565_F2  ccaggaapeapigitgeat 598 03 OYSS65_R2 BCAEMEtCIgCCtgtatey 585 03 914 280300 914 12
DYS538 3,94E-04 |GATA], PET_D¥S538 F  tiggggasaacagatggtet 60,2 1,7 DYSS3IER caaatacceatataggaagaa 592 17 913 339355 13 10
b) M2
Primer Forward Primer Reverse Acc. Tolitterature Observed  Male con
Mutation Expcted
M2 Markers ™ oy REPEIER e Name Sequence [5'-3') ['?] fum]” Name Sequence (5'-3') i]:':i fum]* :ll':z r‘:ﬁe :J;::e Allele
(bp)

sy FAM_SRY_F2 gepaaacteagagateageang E0,1 O0E SRY_R1 tgtgecteetggaagaatyy 619 D008
iy FAM_UTUTY_F1 cagigttaccageettancag 53,7 02 uT_R Becaggtciactittytagag 5
uTx UTH_R ICtEtERACtAERtTtENEET 556 011
¥-GATA-ALD  3,326-03 (TCCA)Z (TATE)n FAM_YGATAALO_F cotgecatctetatttatcttgeatata 61,9 0,26 YGATAALD_R stazatggagatagigRatERatt 591 026 916 150178 916 13
DYS570 1,24E-02 (rTICh FAM_DYSST0_F2  tgtgacatcaaggttatgaaacy 599 029 DYSSTO_R2 pAtgaaaattattcageatagtcang 595 029 1424 214254 1244 18
OYss49 455603 (GATA], FAM_DYSS43_F  passagasasgtgtasgccasacc 59,6 095 DYSS4s A titggtgRcataagtpgtaaty s98 095 845 193317 B8 12
CYS460 6,22E-03 (TATC)n ou (ATAG)N VIC_DYS460_F atcctctgectatcatttattatgtat 571 04 DYS460_R ERataccagaggaatctgacacc 550 04 813 99119 713 12
DYs482 9,78E-03 [TATE)2 [TETEIS (TATCIn VIC_DYS442_F2  tgeaasatcacqgasccaa 61 0,15 DY5442_R2 caagocactpCasatgtca s94 015 516 173201 B8 12
DYss10 599603 [GATAJN{GATALN:{GGATLIN(GATAT; VIC_DYSS10 F  titttcctoocttaccacags 58,7 048 OYSS10R teiEgegaagAcagRactigica 58,1 048 915 245269  B-15 1
D¥s541 3,92E-03 (TATC)ATTCHITATC): VIC_DYS541 F catcattaatictatctgticatccat 588 045 DYS541 R tEfatazagaataccitiaagaags 593 045 1015 310330 615 12
DVs576 143802 (AAAG), NED_DYS576_F  ccaagcaacatagcaagacct 594 013 DYSSTER aAgCgtatttgtcttggotitt 594 013 1322 108-144 1325 19
DY¥5513 6,0%E-03 [TATCIn NED_DYS513 F2  tgttgtasasatgactactgigetatg 58,6 022 DYS513 R2 cracatcagoactattacttaactca 589 022 515 294318 915 12
DY5458 8,36E-03 (GAAA}, NED_DYS458_F  tRERTEETREREEttactgt 603 0,12 DYS458_R crcaaagttctggeatiacaa 60,0 012 11-24 183-235 11-24 18
D5481 4.57E-03 (€T PET_DWS481 F AEgaAtEtEECtaacECtgt 598 02 DYS481 R SCCIERIRENELaAgACca 599 02 1832 109151 1832 22
DY¥S612 1A5E-02 (ECTIN(ETTIUTETICETITET ) PET_D¥S612_F COCOCAtECCIRtaagaata 598 125 DYSEl2 R ERREEAIERCAIAAERIID 59,8 125 1931 186222 16-31 26
Dy5444 545E-03 {ATAG ] PET_D¥5444_F catagaatgasaggtEtgaacca 590 045 DYs4ad R tgeeattcaaacteacgtiy 60,7 045 516 264-282 B16 12
DY¥5533 5.01E-03 (ATCT). PET_DW¥5533_F attratctaacatctttgteatctace 582 095 DYS533 R ttaacttgocttittgratos 59,2 095 5-14 334354 814 12
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Fig. 1. a CombYplex M1 profile of male control (line 1: blue dye, line 2: green dye, line 3: yellow dye and line 4: red dye); ;two artifacts can occasionally be observed
on the M1 electrophergram: in the polymorphism zone of the DYS588 locus (blue dye, line 1) and in the polymorphism zone of the DY508 locus (yellow dye, line 3),
as shown here. b CombYplex M2 profile (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article).
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In this paper, we assessed whether a well-balanced STR multiplex,
associated with machine learning (ML) approaches can efficiently pre-
dict haplogroups, while still providing the high Discrimination Capacity
(DC) index required in forensic genetics. We designed a 32 Y-STR-
typing kit "CombYplex" around two panels of STRs (M1 and M2) mu-
tating at various rates (selected from 3.85 x 107%* to 1.45 x 10~ %2
mutation/locus/generation) to test the impact STR mutability on Hg
prediction. Then, we designed "PredYMaLe" (Predicting Y-lineages
using ML models), a program that includes various ML approaches to
predict Y-haplogroup classes from a set of Y-STR markers.

First, for the CombYplex design, we assembled and typed a panel of
996 male individuals from three continents (Africa, Europe, and South
America) available in our collections; we tested the discrimination
power of CombYplex by computing both classic forensic and statistics
parameters, e.g. Haplotype Diversity (HD), Discrimination Capacity
(DC), Principal Component Analysis (PCA) and Linear Discriminant
Analysis (LDA). Second, we tested whether the ML approaches im-
plemented in the PredYMaLe program could efficiently predict the
haplogroup lineages. We used a sub-panel of 503 chromosomes on four
panels of STRs (the full 32-STR CombYPlex, the Y-filer, and the
CombYplex M1 and M2 only) for which haplogroup data were avail-
able. We evaluated the impact of STR-assembly on assignment accu-
racy, by considering first seven main Hg classes (considered as basal Y-
tree branches) and then 12 detailed Hg classes (including E-subdivided
terminal-like branches, considered as terminal Y-tree branches) to test
the impact of Hg subdivision. Although not all haplogroup lineages
could be tested in this article, the wide range of coalescence ages as-
sociated with the Hgs tested here (from 5 KYA for
Rlblala2ala2alblal-M167 to 45 KYA for Hgs I-170 or J-M304 [28])
should give a good preview of the prediction scores for comparable
clades existing in the Y-tree and of the associated divergence between
the relative haplotypes. Our results showed that: (i) the full and well-
balanced STR profiles (CombYplex or Y-filer) give the best prediction
scores using the SVM and Random Forest classifiers, whereas Neural
Network or Bayesian approaches, the most currently used methods for
Hg prediction, fall short; (ii) PredYMaLe and CombYplex can predict
haplogroup classes with an average assignment accuracy of 97 % using
Support Vector Machines (SVM) and Random forest classifiers, but
classifiers are sensitive to STR panel composition, STR number, and
training dataset size. These results can be used in the future to design
well-balanced STR panels (extracted from whole genome sequencing
data) with a high number of markers, featuring high discrimination
capacity and accurate predictions of haplogroup lineages with appro-
priate ML methods.

2. Materials and methods
2.1. Database of Y-STR characteristics

For 220 Y-STRs, we collected information on Y-STR molecular
characteristics, mutation rates, and polymorphisms for humans. This
database is available in Supplementary data 2.

2.2. Selecting Y-STRs and constructing multiplexes: CombYplex M1 and M2

We selected a set of 32 Y-STRs from our database to construct two
complementary multiplexes: one with average-mutating markers (M1)
and one with high-mutating markers (M2). These markers were chosen
to be polymorphic and to have the simplest molecular structure as
possible (see Table 1). M1 includes the following 18 Y-STRs: DYS485,
DYS588, DYS502, DYS461, DYS638, DYS643, DYS587, DYS575,
DYS578, DYS632, DYS508, DYS640, DYS511, DYS577, DYS556,
DYS517, DYS565 and DYS538. Their mutation rates range from 3.85 X
107% to 3.21 x 10~ °® mutation/locus/generation. Their molecular
structures, primers and conditions are detailed in Table 1 and an ex-
ample of a M1_CombYplex profile is proposed in Fig. 1a.
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M2 includes a sex-testing assay (derived from [29]) and the fol-
lowing 14 Y-STRs: Y-GATA-A10, DYS570, DYS549, DYS460, DYS442,
DYS510, DYS541, DYS576, DYS513, DYS458, DYS481, DYS612,
DYS444, and DYS533. These markers were chosen to be highly poly-
morphic and to have the simplest molecular structure as possible;
however, when STR with pure molecular structures could not be se-
lected, we compromised between a simple structure and high STR
mutation rate (e.g. DYS612 and DYS533). Their mutation rates range
from 3.32 x 107 to 1.45 x 10°°2 mutation/locus/generation. Their
molecular structures, primers and conditions are detailed in Table 1 and
an example of a M2_CombYplex profile is proposed in Fig. 1b.

The multiplexes were designed using the shortest amplicons as
possible, with a maximum size of 356 bp for DYS533 (M2). They were
designed to be used independently or combined, according to the de-
gree of resolution required. The cost of a full CombYplex reaction (32 Y-
linked STRs + three sex-typing markers) is only 4.3 € (in France and
based on public prices for all the reagents), and one of the assets of this
multiplex in regard to its resolution. This tool was developed on an ABI
Prism 3730 DNA Analyzer 48-capillary array system (Life
Technologies), due to contextual and logistic reasons, but its design
strategy can be transposed to Next Generation Sequencing systems.

2.3. Population samples

Samples, available from collaborations and internal collections,
were obtained from healthy human volunteers with consent forms.
They were extracted from various substrates including saliva and whole
blood. A total of 996 samples were used in this study (plus one male
control, one female control and 1 AZFc deleted Y-chromosome male to
control for deletion) and genotyped with the CombYplex kit. This da-
taset includes six native West African populations: three populations
from Benin: 59 Bariba (Parakou region), 47 Yoruba (Ketou region), and
68 Fon (Cotonou and Ouidah regions), two populations from Ivory
Coast: 47 Ahizi (Nigui-Saff region) and 37 Yacouba (Danané region),
and one population from Mali: 13 Bwa (Segou region), three native
South African populations (97 Xhosa, 90 Zulu, and 33 Tswana), three
admixed African-descendant populations (52 French Guyana and
Suriname Noir Marron, 56 Ketou-Yoruba, 35 Brazil - Rio de Janeiro, 20
Colombia), one native American population (6 Palikour), and 11
European populations (30 Spain Barcelona, 19 Spain Galicia, 24 Spain
Granada, 25 Spain Huelva, 46 France Loire-Atlantique, 50 France
Vendée, 21 France Sarthe, 30 France Maine and Loire, 81 France
Ariége-Pyrénées, and 57 France Haute-Garonne).

2.4. Analysis of grouped samples

DNA samples were grouped based on two criteria: geographic
("GEO" sample) and phylogenetic ("HAPLO" sample).

In the "GEO sample" the geographic location of individuals is based
on two generations of residence. All the 996 male individuals are in-
cluded in this sample, to evaluate forensic parameters and control the
discrimination power of the sample.

The “HAPLO sample”, a haplogroup-based sample, is a subset of
the GEO sample, used to evaluate haplogroup predictions with ML
methods. It includes 503 individuals for whom Y-SNP haplogroup and
Y-filer profiles were also available. Since many studies have already
tested the added value of PPY23 and Y-filer plus, we did not type these
additional products due to the costs involved. We used Y-filer, a mu-
tationally relatively balanced Y-STR kit for which we already had data
in our database. We removed DYS385a/b and analysed only 15-STRs
from the Y-filer panel since we have found evidence of conversion and
outlier alleles in previous work [30]. Eight main Hgs were first con-
sidered to calculate forensics parameters (Ela, E1Ela, E1blb, F, G, I, J,
Rlblala2). However, haplogroup classes represented by a very low
number of individuals were not included in the subsequent ML analyses
(7 individuals in Hg F-M213*/F-M89*, and 2 individuals in Hg
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Elblblbla-M81 included in E1blb for 12-classes analyses): 7-Main
and 12 detailed classes were considered in ML-analyses. Hg G and
E1b1lb had the lowest sample sizes, with 9 and 12 individuals respec-
tively; we kept these Hgs in the 7-main classes to test the potential
impact of a low number of individuals. The results for these two Hgs
will have to be considered carefully due to the effect of small training
sets reported in the ML literature.

First, the HAPLO sample was used to test the efficiency of
CombYplex using classic forensics parameters (Haplotype diversity,
Gene Diversity, Discrimination Capacity and Match Probability) and to
test whether CombYplex could discriminate haplogroup classes using
discriminant analyses (PCA). Second, it was used to test whether hap-
logroups could be predicted from the full 32 Y-STR, from the M1 and
M2 only (lower number of markers and contrasted mutation rate), or
from the Y-filer Y-STR profiles using an ML program. The HAPLO sub-
sample includes six European populations (n = 201; 26 Spain
Barcelona, 14 Spain Galicia, 19 Spain Granada, 22 Spain Huelva, 64
France Pyrenees, 56 France Haute-Garonne), five native African popu-
lations (n = 191; 52 Benin Parakou Bariba, 60 Benin Cotonou Fon, 36
Ivory-Coast Ahizi, 30 Ivory-Cost Yacouba, 13 Mali Bwa), and five ad-
mixed African-descendant populations (n = 111; 8 French Guyana
Aluku, 50 Ketou-Yoruba, 27 Noir-Marron, 12 Brazil-Rio de Janeiro, and
14 Colombia).

2.5. DNA extraction

The DNA extraction method was chosen according to the sample
substrate. DNA was extracted from: (i) whole blood, using the QiaAmp
DNA Blood mini-kit (Qiagen), (ii) serum, using the i-genomic DNA
Blood mini-kit (Euromedex), and (iii) saliva, using the OG-300 Oragene
DNA Self-Collection Kit (DNA Genotek) following the respective man-
ufacturer’s instructions. The quantity and quality of DNA extracted was
estimated using a NanoDrop Spectrophotometer 2000C (LabTech).

2.6. PCR amplification conditions: CombYplex M1 and M2

CombYplex M1 and M2 were amplified in a reaction volume of 12.5
uL with 6.25 pL of QIAGEN Multiplex PCR Plus Kit (Qiagen), 1.25 puL Q-
solution (Qiagen), 4 uL of the CombYplex M1 or M2 primer mix (see
Table 1a and b for concentrations) and 5 ng of DNA template (limit of
detection tested: 2-2.5 ng). Thermal cycling was conducted on a Gen-
eAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) using the following
conditions: 95 °C for 5 min; 30 cycles: 95 °C for 30 s, 62 °C for 90 s, 72
°C for 30 s; 68 °C for 30 min, 10 °C hold. To ensure that the resultant
PCR amplicons were A-tailed (thereby avoiding the split peak phe-
nomenon when visualized), a 2 pL reaction mix incorporating 0.125 U
Taq polymerase (Fisher BioReagents) and a 1X PCR buffer system was
added to 5 pL of PCR products prior to incubation for a further 45 min
at 72 °C.

2.7. Detection and analysis of PCR products

Diluted A-tailed PCR products were mixed to 8.8 pL Hi-Di™ for-
mamide (Applied Biosystems) and 0.2 puL GS600LIZ Size Standard
(Applied Biosystems). After incubation at 95 °C for 5 min, the samples
were loaded onto an ABI Prism 3730 and a 3500 DNA Analyzer 48-
capillary array system (Applied Biosystems). The G5 matrix filter DS-33
was used to detect the five dyes 6-FAM™ (blue), VIC™ (green), NED™
(yellow), PET™ (red) and LIZ™ (orange). The samples were injected for
15sat 1600 V. Separations were performed at 15,000 V for 30 min with
a run temperature of 63 °C using the POP™-7 Polymer for 3730 (Applied
Biosystems), run through a 50 cm capillary array (Applied Biosystems).
Following data collection, samples were analysed with GeneMapper
v4.0 (Applied Biosystems).
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2.8. SNP genotyping methods

The populations Fon, Bariba, Yoruba, Ahizi and Yacouba were
genotyped using 96 Y-SNPs on a BioMark™ HD system (Fluidigm, USA)
as described in [31]. Y-SNP haplogroups were assigned according to
ISOGG Y-DNA Haplogroup Tree 2015 (http://www.isogg.org/tree/)
updated in April 2015. All other populations were genotyped using
classic SNaPshot technics using a hierarchical approach. In total, 14
haplogroup lineages were detected and grouped in 7-Main and 12-De-
tailed classes for ML-analyses (Supp Data 6); they were used in com-
bination with 4 sets Y-STR profiles (full CombYplex, Y-filer, CombY-
plex M1 and CombYplex M2) in PredYmale program to calculate how
accurately a haplogroup lineage could be assigned.

2.9. Sequencing

Each locus was sequenced for the Male 1 control sample. Primers for
sequencing are reported in Supplementary data 3. Each PCR product
was sequenced in two reactions using forward and reverse PCR primers.
The sequence reaction was performed with the BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Sequence products were
run on an ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems). Sequences
were analysed using Sequence Scanner Software v1.0 (Applied
Biosystems) and BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.2.5.

2.10. Forensic parameters and discrimination indexes: population grouping
and comparative analyses

For GEO and HAPLO grouped samples, the following diversity
parameters were calculated: haplotype diversity (HD) was calculated
using HD = ﬁ(l — Y xi?), where n = the number of haplotypes in
the dataset and xi = the frequency of the ith haplotype [32], gene
diversity (GD) was calculated analogously to HD where n and xi denote
the total number of samples and the relative frequency of the ith allele
[33], discrimination capacity (DC) was defined as the ratio between the
number of different haplotypes and the total number of haplotypes:
DC = % where Ndiff was the number of different haplotypes, N was
the sample size, and match probability (MP) was calculated as the sum
of squared haplotype frequencies MP = Y, pi?> where pi was the fre-
quency of the ith haplotype. Haplotype number (n) and haplotype fre-
quencies were estimated using Arlequin v 3.5.2.2 [34]. We represented
the distribution of Y-STR haplotypes according to their haplogroup
class by PCA: analyses were carried out using R software v 2.15.3 [35]
and ade4 packages [36]. In addition, we performed Linear Discriminant
Analyse (LDA) using the MASS package [37] to estimate the proportion
of haplogroups that were classed to a satisfactory precision. For LDA
analysis, about 75 % of individuals per haplogroup class taken ran-
domly are used to train the model, while the remaining 25 % is used to
validate the trained classifier by testing its efficiency. This procedure
was run 100 times. Given that the ML training and the split between
training and validation datasets are heuristic, all the scores are aver-
aged over 100 trials. We tested haplogroup prediction on the most re-
presented haplogroup classes in our sample: Ela, Elala, Elalb, G, L, J,
and Rlalal (and on the collapsed root E group, including Ela, Elala
and Elalb).

2.11. Predicting haplogroups using machine-learning approaches:
PredYMalLe

Haplogroups are usually defined by a given set of SNPs, but here, we
explore whether they could also be recovered from the phylogenetic
information contained in the Y-STR haplotype profiles alone. Different
methods have been developed to predict haplogroups based on STRs,
such as the Bayesian-based haplogroup predictor (http://www.hprg.
com/hapest5/index.html) or Nevgen (https://www.nevgen.org), but
neither of these is based on generalized ML models such at those
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proposed here. Here, similarly to the work of Schlecht et al. [27], albeit
with a higher resolution, we developed a generalist ML-based approach
to the problem of haplogroup assignation from Y-STR profiles, then
applied it to the particular case of the CombYplex profiles. We also
assessed whether it performs better than the more common linear dis-
criminant analysis.

We ran a pre-pilot study to test the efficiency of seven ML models
(detailed in [38]) so the fittest ML models could be implemented in
PredYmale (details of pre-pilot study in Supplementary Data 4). Three
models were eventually selected: Support Vector Machines (SVM),
Random Forest Classifiers and k-Nearest Neighbors (kNN). These
models follow the same concept: they build a classifier (a function) that
maps a point in the problem space (here, a sample defined by its repeat
counts for a given set of STRs) to a given class (here, a haplogroup). It
should be noted that naive Bayes classifiers, a common method to ad-
dress the problem of linking a set of STR markers to a haplogroup, and
tested in a pilot run, have been constantly outperformed by SVMs and
Random Forest Classifiers.

Support Vector Machines (SVM) are classifiers that linearly par-
tition the problem space by determining the frontier of the hyperplane
maximizing its distance to the training samples [39]. Although SVMs
were originally designed to discriminate between only two classes, they
can be used in multi-class classification problematics [40], the problem
being then divided in as many one-versus-all sub-problems as there are
classes, which are solved independently. These partial classifiers are
then merged to define the final classifier. Concretely, each sample in the
training set is represented in the problem space by a point whose co-
ordinates are the number of repetitions for each STR. Samples with
close characteristics will cluster together. The SVM will determine a set
of hyperplanes maximizing the margin between the classes. New points
(i.e. unlabelled samples) are classified in either class depending on
where they find themselves with regards to these hyperplanes.

Random Forest Classifier decision trees [41] are linear classifiers
that partition the problem space by defining a tree of binary conditions
based on the features of a sample. Each new sample is then run through
this tree of questions until it reaches a leaf, containing its predicted
haplotype. Since a decision tree tends to over-fit the dataset it has been
trained with, it might encounter difficulties generalizing when con-
fronted with new samples. The random forest model [42] was devel-
oped to alleviate this limitation. At first, it trains multiple independent
trees on several distinct subsets of the training data. Then, their outputs

Table 2
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are averaged to define the final classifier. To improve the efficiency of
random forests, we trained them with the AdaBoost boosting algorithm
[43]. AdaBoost successively trains several copies of a base classifier
(here a random forest) on the same dataset, and the training is adapted
over generations to force the classifier to focus on hard to classify
samples. Finally, all the generated classifiers over the generations are
weighted according to their performances and combined to produce the
final classifier. In our case, the learning process generates a decision
tree defining questions on the number of repetitions of each STR. De-
pending on the answer, the sample to be classified will fall in one of the
haplogroups. A notable advantage of this method is that its architecture
(a sequence of questions) is easy for a human to understand, making the
classification process transparent.

The k-nearest neighbour algorithm (also known as k-NN) is a non-
parametric classification method. To produce a prediction for an un-
labelled point, the algorithm combines the labels of the k closest points
from the learning dataset according to a voting system. There are many
ways to adapt the algorithm to the problem at hand, for instance by
choosing the distance used, by applying a preliminary dimension re-
duction, by weighting the votes and so on. An advantage of the k-NN is
that its error rate in a multi-class classification problem is proved to be
bounded as an expression of the Bayes error rate, giving it a solid
theoretical ground.

2.11.1. Implementing PredYMaLe

We developed PredYMaLe (Predicting Y-lineages using machine
learning models), a graphical interface to our automatic labelling so-
lution, available at https://gitlab.com/delehef/predymale/. It is im-
plemented in Python using the scikit-learn machine learning library and
the Qt5 GUI library, and is available for GNU/Linux, macOS and
Windows. PredYMaLe can be used on any Y-STR dataset where every
sample is represented as a set of numerical repeat values (e.g
CombYplex, PPY23, etc.). Empty or null values are deliberately not
supported in PredYMalLe: to avoid biases stemming from an imperfect
dataset, we advise users to remove or insightfully fix erroneous profiles.
The predicted labels can be exported to a CSV file for easy interoper-
ability with other programs.

2.11.2. Procedure
We tested whether haplogroups could be predicted using the three
selected ML models implemented in the PredYMaLe program, and the

Forensic parameter estimates for GEO and HAPLO samples for the full CombYplex, M1 and M2 and Y-filer. Parameters calculated: Genetic Diversity or Haplotype

Diversity (GD/HD), Discrimination Capacity (DC), and Match Probability (MP).

Population (Geo sample) CombYplex total

CombYplex M1 CombYplex M2

N n GD/HD DC MP n GD/HD DC MP n GD/HD DC MP
All pop 996 916 0,9998 0,9196 0,0012 607 0,9964 0,6094 0,0053 889 0,9998 0,8926 0,0013
South America : native (Palikur) 6 6 0,9999 1 0,1666 4 0,9630 0,6667 0,2778 6 0,9999 1 0,1667
South America : admixed 107 96 0,9986 0,8972 0,0118 84 0,9921 0,7850 0,0197 92 0,9982 0,8598 0,0127
Africa native 444 391 0,9995 0,8806 0,0029 242 0,9917 0,5450 0,0124 374 0,9994 0,8423 0,0033
Africa admixed 56 52 0,9982 0,9286 0,0210 45 0,9953 0,8036 0,0268 52 0,9981 0,9286 0,0210
Europe 383 368 0,9998 0,9608 0,0030 253 0,9916 0,6606 0,0123 364 0,9998 0,9504 0,0029
Haplogroup (Haplo sample) CombYplex total CombYplex M1 CombYplex M2 Y-filer
Total Hg 503 n GD/HD DC MP n GD/HD DC MP n GD/HD DC MP n GD/HD DC MP
Ela 15 14 09956 0,9333 0,0756 12 0,9891 0,8000 0,0933 13 0,9919 0,8667 0,0844 10 0,8889 0,6667 0,2000
Elbla 275 244 0,9992 0,8873 0,0049 192 10,9958 0,6982 0,0093 238 0,9989 0,8655 0,0053 228 10,9988 0,8291 0,0056
E1lblb 12 12 1 1 0,0833 11 0,9931 0,9166 0,0972 11 0,9931 09167 0,0972 10 0,9877 0,8333 0,1111
F 7 7 1 1 0,1429 7 1 1 0,1429 7 1,0000 1 0,1428 7 1 1 0,1429
G 9 9 1 1 0,0987 8 0,9843 0,8750 0,1562 9 1,0000 1 0,0987 9 1 1 0,1250
I 14 13 09949 10,9286 0,0816 13 0,9949 0,9285 0,0816 13 0,9949 10,9286 0,0816 14 1 1 0,0714
J 12 12 1 1 0,0833 11 0,9931 0,9167 0,0972 12 1,0000 1 0,0833 11  0,9931 0,9167 0,0972
Rlblala2 159 152 0,9997 0,9560 0,0070 97 0,9810 0,6100 0,0291 151 0,9996 0,9497 0,0070 142 0,9989 0,8931 0,0081

N = Number of samples; n = number of distinct haplotypes; HD: haplotype diversity (gene diversity); DC: discrimination capacity; MP, match probability.
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four four different Y-STR profiles (CombYplex full, CombYplex M1,
CombYplex M2, and Y-filer). Each model was trained and evaluated
using the HAPLO dataset (503 individuals, 7 Main and 12 Detailed Hg
classes considered, 19 populations) and according to the same protocol.
The dataset was normalized in the [0; 1] range to avoid numerical
discrepancies influencing the final result. Similar to the LDA analyses,
75 % of the samples were used to train the model, while the remaining
25 % were used to evaluate the trained classifier by testing its effi-
ciency. Given that ML training, as well as the split between training and
validation datasets are heuristic, all the scores are averaged over 100
trials. This also alleviates score outliers and offers a better interpreta-
tion of the performances of multiple models on real datasets. For that
purpose, we performed two runs of analyses: for the first run, in-
dividuals were considered to belong to one of seven major haplogroup
classes (E1a-M33, E1bla-M2*, E1b1b-M215, G-M201, I-M170, J-M304,
and Rlalal-M269 called MainHg), and for the second run, to one of
twelve more detailed haplogroup classes (Ela-M33, Elblal-M2%*,
Elbla7-M191, Elbla7a-U174, Elbla8a-U209, Elbla8al-U290,
E1b1b1-M35%, G-M201, [-M170, J-M304, Rlblala2-M269, and
Rlblala2ala2alblal-M167 called DetailedHg). The poorly represented
haplogroup classes (e.g. F-189, and E1b1b1bla-M81) could not be in-
cluded in the procedure.

2.11.3. Validation

The evaluation process gives a score to a model, reflecting the ef-
ficiency of its predictions. We used the standard success score defined
as s = nC /nT, where nC is the number of successfully labelled vali-
dation samples and nT the total count of validation samples. One suc-
cess rating noted ‘score’ considers prediction as correct only if the
predicted label of the validation sample matches the expected one.

3. Results
3.1. CombYplex: from polymorphism to discrimination power

The CombYplex polymorphism was assessed based on 996 samples.
All CombYplex profiles are available in Supplementary data 5. As ex-
pected, we observed an increasing level of polymorphism from the less
discriminative set of M1 markers (mean allele number: 6; Table 1) to
the most discriminative M2 set (mean allele number: 9; Table 1). For-
ensic parameters were calculated for the GEO and HAPLO sample
groups defined above (Table 2). GD and HD were greater than 0.999 for
all GEO and HAPLO sub-groups using full CombYplex profiles. As ex-
pected, when M1 and M2 were analysed independently, M2 was always
more discriminant than M1, with MP values oscillating from 0.001 (all
populations) to 0.003 (Europe) using the GEO sample, and from 0.007
(Hg R) to 0.14 (Hg F) using the HAPLO sample. Indexes of dis-
crimination capacity and match probability were observed in line with
these values.

3.2. Inter-haplogroup comparative analyses: PCA and LDA

We tested whether CombYplex and Y-filer profiles could easily
discriminate between haplogroup classes using the HAPLO sample
(Supplementary 6). For this aim, we performed a PCA with seven
haplogroup classes (MainHg) and a LDA (Table 3). PCA results based on
CombYplex showed that haplogroup classes are well-discriminated
along the two first axes (Fig. 2a, especially R1blal and Elala), but also
along the second and third axes (Fig. 2b, G, and I). LDA scores reach 94
% in average, and oscillate from excellent (100 for E1a-M33, Elbla-
M2, G-201, J-M304, R1blala2-M269), to very good (95 for I-M170),
and correct for the less represented classe (62 % for E1b1b-M35%).

In comparison, discrimination of haplogroup classes appears less
efficient using Y-filer profiles, both on F1xF2 and the F2xF3 axes
(Fig. 3a, b) but also using LDA (81 % on average).

These results provide evidence of the high resolving power of the 32
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Y-STR CombYplex profile, not only for investigating paternal lineages
but also for discriminating among haplogroups. Based on these en-
couraging results, we assessed whether haplogroup classes can be pre-
dicted using an ML approach based on the full CombYplex,
CombYplex M1, CombYplex M2 and Y-filer profiles.

3.3. Haplogroup prediction (HP) using Y-STR profiles and PredYMalLe
program

We tested whether haplogroup classes can be predicted using an
ML-based approach on CombYplex, CombYplex M1, CombYplex M2
and Y-filer profiles. Results from the first run (seven major haplogroup
classes :E1a-M33, E1bla-M2*, E1b1b-M215, G-M201, I-M170, J-M304,
and Rlalal-M269 called MainHg) were very informative on the three
methods and the four datasets tested. Although HP scores using SVM
and Random Forest are similar, SVM performed slightly better than
Random Forest (Table 3); on average, these two methods gave much
better results than kNN: Random Forest/SVM HP average 3 methods

Table 3

Prediction scores (%) for seven haplogroup classes using three machine learning
methods (SVM, Random Forest, k Nearest Neighbors) and LDA on four Y-STR
datasets (CombYplex, M1, M2, Y-filer kit). For LDA, 10 individuals have been
removed for Y-filer kit due to missing data; DYS502 has been removed from M1
analyses due to the lack of polymorphism.

Haplogroup N Method Prediction score (in %)
Full CombYplex M1 M2 Y-filer
Ela-M33 15 SVM 100 100 100 100
Random Forest 97 99 83 99
k Nearest 67 100 67 67
Neighbors (kNN)
LDA 100 100 100 97
Elbla 275 SVM 100 99 97 99
Random Forest 100 100 97 100
k Nearest 99 100 97 100
Neighbors (kNN)
LDA 99 97 98 100
Elblb 12 SVM 67 33 67 67
Random Forest 28 28 28 54
k Nearest 33 33 33 33
Neighbors (kNN)
LDA 62 61 55 75
All E collapsed 302 SVM 100 100 9% 96
Random Forest 100 100 97 100
k Nearest 99 100 93 100
Neighbors (kNN)
G 9 SVM 67 67 0 67
Random Forest 71 75 5 69
k Nearest 67 67 0 33
Neighbors (kNN)
LDA 100 88 67 88
I 14 SVM 100 100 100 75
Random Forest 99 98 79 74
k Nearest 75 100 75 75
Neighbors (kNN)
LDA 95 94 81 44
J 12 SVM 100 100 67 67
Random Forest 98 100 13 39
k Nearest 67 100 0 67
Neighbors (kNN)
LDA 100 100 14 67
Rlblala2-M269 159 SVM 95 98 93 98
Random Forest 97 95 97 98
k Nearest 100 98 95 98
Neighbors (kNN)
LDA 100 100 99 96
Average 496 SVM 97 96 92 95
Random Forest 97 9% 90 95
k Nearest 73 97 52 68
Neighbors (kNN)
LDA 94 91 73 81




C. Bouakaze, et al. Forensic Science International: Genetics 48 (2020) 102342

M2Y_GATA_A1D

d=04 ' | | d=2

N e ™
\
Hag

Fig. 2. a PCA for CombYplex F1xF2. b PCA for CombYplex F2xF3.

90-97 %; kNN HP average 3 methods: 52-73 %; Table 3). of the marker number and the mutation rate range chosen on assigna-

Compared to classic LDA (73-94 %), SVM and Random Forest tion accuracy. However, LDA performs better than kNN also for the
models perform systematically better, whatever the STR dataset, and three methods tested here. From the four STR datasets tested, we noted
especially using CombYplex. This result illustrates the combined impact a noticeable performance of CombYplex (SVM: 97 %) compared with
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Fig. 3. a PCA for Y-filer F1xF2. b PCA for Y-filer F2xF3.

M1 (SVM: 96 %) and Y-filer (SVM: 95 %), the M2 subset being sys-
tematically declassed (SVM: 92 %, RF: 90 %, kNN: 52 %); when all E
classes are collapsed, HP scores are very high (SVM et RF: 96-100 %). A
strong heterogeneity in HP scores is observed between haplogroup

classes, even when the best method (SVM) is considered with the best
STR combination (CombYplex): the G (67 %) and E1blb (67 %) bran-
ches give the lowest HP scores compare to all others branches (100 %).
These two haplogroup classes represent the least represented ones
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(respectively N = 9, 12), thus, suggesting the strong influence of
sample size on the efficiency of HP. By analyzing confusion matrices for
the best combination SVM/CombYplex and the worst combination
kNN/M2, we observe clear differences in misclassification profiles
(Fig. 4): for the best combination, only two misclassifications are ob-
served: Elbla for E1blb, and R for G. In contrast, 5 miss-targeted
classifications are observed for KNN/M2, illustrating the incapability of
this model/STR panel to associate an STR profile to a defined hap-
logroup class (especially for G: 0 % HP).

No classifier exhibits a particularly skewed behavior regarding ei-
ther of the metrics; all of them, on both datasets, follow the same
pattern: Fl-score and markedness stay close, while the informedness
tends to score lower, denoting conservative classifiers. Therefore, de-
fining the best classifier as the one with the best overall scores is
straightforward. For a more detailed insight, Supplementary Data 7
(Supp Tables 7a-7c) contain the per-class, per-dataset and per-classifier
precisions, recalls, F1-scores, informednesses and markednesses.

The second run aimed to test the impact of sub-branch on hap-
logroup assignation accuracy score. We used a maximum resolution by
considering the 12 most represented haplogroup branches (Ela-M33,
Elblal-M2*, Elbla7-M191, Elbla7a-Ul74, Elbla8a*-U209,
E1bla8al-U290, E1b1b1-M35*%, G-M201, E1blblbla, I J, R1blala2-
M269, R1blala2ala2alblal-M167) and the two best models selected
from the first run: SVM and Random Forest (Table 4). Per-class, per-
dataset and per-classifier precisions, recalls, F1-scores, informednesses
and markednesses are given in Supplementary Data 7 (Supp Tables 7d-
7f).

The average HP scores are high for both models and the four da-
tasets, but they are lower than those from the first run, probably due to
the smaller sample sizes and the close genetic affinity of the different
classes. Better prediction performances are observed for Random
Forest, all STR datasets considered, with the highest average HP score
obtained for CombYplex. The lowest scores are observed for M2 with an
average HP score of 71 % for Random Forest; this Y-STR dataset also
has higher heterogeneity in HP scores between classes (from 27 % for
Elblal to 100 % Ela-M33; Table 4). By analyzing the confusion ma-
trices for the best combination (Random Forest/CombYplex) and the
worse (SVM/M2), we noticed that misclassification profiles are dif-
ferent (Fig. 5). For Random Forest/CombYplex, misclassifications occur
mainly across phylogenetically neighbors Elbla and Rlblala2

7 classes - CombYplex - SVM
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branches. In contrast, for SVM/M2, misclassifications are associated
with very diverse branches on the whole Y-chromosome phylogenetic
tree (e.g. hg G), reflecting the impact either of highly mutating markers,
the lower number of STR loci in this panel or the lack of association
between STR profile and Y-haplogroup due to the impact of additional
molecular mechanism as gene conversion.

4. Discussion

In this paper, we assess whether a panel of well-balanced Y-STR
mutations, built around two sub-STR panels (from 3.85 x 10~ to
1.45 x 102 mutation/locus/generation), associated with machine
learning (ML) approaches can efficiently predict haplogroups. We de-
veloped the 32 Y-STR panel "CombYplex" and genotyped it on 996 male
individuals from three continents (West and South Africa, West Europe,
South America) to explore and confirm the discrimination capacity of
the full, M1 and M2 panels, using classing forensic and statistics para-
meters. Then, we developed the ML approach PredYMaLe (Predicting Y-
lineages using ML models) and tested it on an assembled panel of 503
individuals, for which Hg and Y-filer information were also available in
our database allowing a direct comparison of Y-STR assemblies.

4.1. STR panels and ML classifers: an ideal association?

We have demonstrated noticeable differences in prediction scores
between STR panels and ML methods. Among all ML classifiers, SVM
and Random Forests give better and more homogeneous prediction
scores (90-97 %) compared with kNN (52-97 %) for this dataset, in-
dependently of the panels analysed.

When performing basal branch analyses (7-classes), the mutation-
ally well-balanced panels (CombYplex, Y-filer and the average-mu-
tating panel (M1)) performed better than the M2 panel, which was
systematically outperformed. This result suggests that mutationally
well-balanced or average STR panels should be preferred when ana-
lysing basal branches. The lower performance of M2 could imply either
that assignation accuracy is affected by homoplasia using M2, due to
the high mutation rate of the panel, or by the low number of STRs
analysed (14 STRs). The latter argument is less probable since the 15
selected STRs of the Y-filer profiles gave better results.

When moving toward terminal branches (12-classes), mutationally

7 classes - M2 - k-Nearest Neighbors
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Fig. 4. Confusion matrices for the first run on MainHg (7 haplogroup classes) for CombYplex/SVM and M2/k-Nearest Neighbors.
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Table 4
Prediction scores (%) for twelve haplogroup classes using the two best machine learning methods (SVM and Random Forest) on four Y-STR datasets (CombYplex, M1,
M2, Y-filer).
Haplogroup N Method Prediction score (in %)
CombYplex M2 only Y-filer
Ela-M33 15 SVM 100 100 100
Random Forest 98 920 99
Elblal-M2* 44 SVM 45 27 27
Random Forest 58 46 37
Elbla7-M191 17 SVM 40 60 80
Random Forest 40 40 60
Elbla7a-U174 79 SVM 75 80 90
Random Forest 81 70 87
Elbla8a-U209 66 SVM 75 62 56
Random Forest 72 74 70
Elbla8al-U290 69 SVM 35 47 47
Random Forest 56 59 63
El1b1b1-M35* 10 SVM 100 67 67
Random Forest 68 32 48
G-M201 9 SVM 67 33 67
Random Forest 88 28 92
I 14 SVM 100 75 75
Random Forest 100 83 72
J 12 SVM 100 33 33
Random Forest 100 32 43
R1lblala2-M269 134 SVM 85 85 94
Random Forest 97 99 91
Rlblala2ala2alblal-M167 25 SVM 86 29 0
Random Forest 84 60 58
Average 494 SVM 71 64 67
Random Forest 79 71 74

well-balanced STR panels (CombYplex, Y-filer) performed better than
M1 and M2 panels. M1 composed solely of average mutating STRs (18
STRs) were less performant due to its lack of discrimination power,
giving equivalent results to M2 with four additional STR loci.
Assignation accuracies for M1 and M2 decrease for the less represented
classes, reflecting the need for the largest training set possible, and also
a well-balanced STR panel with a sufficient number of STR loci when
exploring closely related phylogenetic branches.

12 classes - CombYplex - Random Forest

4.2. Variation in performance accuracies across Hg classes

We showed that some haplogroups (e.g. Ela, I, J) have very distinct
and unambiguous Y-STR profiles leading to 100 % assignation accuracy
scores, while others haplogroups (e.g. G, E1blb) are more prone to
misclassification within the STR panels and datasets analysed here. The
impact of complexifying molecular mechanisms, such as gene conver-
sion [44], CNV-STR [50] which potentially affect these profiles cannot
be excluded [30] and could be further investigated. However the
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Fig. 5. Confusion matrices for the second run on DetailedHg (12 haplogroup classes) for CombYplex/Random Forest/ and M2/SVM.
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consistently worst scores of misclassification for the G and E1blb
haplogroups is likely to be the simple consequence of their small sample
size. If the low accuracy of less well represented classes is problematic,
empirical trends suggest that results are instantly improved when more
training data are available. By running PredYmale with 10 additional G
profiles collected recently, we observed that the prediction accuracy
score reaches 83 %, illustrating that prediction accuracy is significant
improved when more training data are available. We encourage users to
train and use PredYmale on their own datasets, to learn about the
prediction scores expected for the part of the tree explored. Given that
PredYmale computations are rather fast, users should not hesitate to use
larger datasets, or to adapt their STR panels to attain the best prediction
scores.

4.3. Using PredYMaLe with other STR panels

Our results demonstrate the need to find a good equilibrium be-
tween the number of markers, their mutability and the sample size of
the training set according to the tree structure considered. When ana-
lysing basal branches, well-balanced STR panels or average mutating
STR panels can be selected preferably with SVM or Random Forest
classifiers to ensure higher prediction scores. The M1 panel, an average
mutating STR panel, gives very good results. Since these STRs have
generally simpler motifs or low repeat counts, they can be extracted
from whole-genome sequencing data using pre-existing tools (STRait
Razor, [21]) and used to predict basal branches.

When moving toward terminal branches, mutationally well-ba-
lanced STR panels associated with SVM or Random Forest classifiers
can be selected. In both cases, a minimal number of markers (> 20-30
STRs) is required to guarantee the best prediction scores possible. In
forensic genetics, two commercial kits are commonly used, PPY23 [19]
and Y filer ® Plus [20]. We have briefly tested whether our program
could be confidently used with these panels by running PredYmale on
published data. Based on our previous conclusions, we have only in-
cluded the most represented classes (N > 20). We analysed 451 in-
dividuals from five basal branches (E1b1b, G, I, J, R) for PPY23 [45,46],
and 282 individuals from four basal branches (G, I, J, R1) for Y filer ®
Plus [47]. The average prediction scores obtained with SVM and
Random Forest reached 98.5 % for PPY23 and 97 % for Y-filer plus
(equiv. sample for CombYplex reaches 98.5 %). These results confirm
the high prediction scores obtained with the SVM and Random Forest
classifiers, for the three mutationally well balanced panels, for basal
branches and sufficently large training sets.

4.4. Predicting Hg using ML approaches: SVM, random forest and nearest
neighbours classifiers

By developing an ML program (PredYMaLe), designed to predict
haplogroups using any Y-STR profiles, we show that ML models, espe-
cially SVM and Random Forest, give much better HP results compared
to alternative ML methods, including Bayesian, or Neural Network-
based models. Interestingly these two classifiers have been reported to
perform quite well for many other biological data [48]. An interesting
observation resides in the large variance of scores depending on the
algorithm used: naive Bayes methods giving the worst results, while
SVMs reach excellent precisions. The low accuracy of naive Bayes-based
methods, in this case, can be explained by the fact that these algorithms
consider features independently, and so cannot capture the information
contained in their covariance patterns. SVMs, on the other hand, by
maximizing the margin between the training classes, typically give
excellent results as long as first, the problem is linearly well separable,
which seems to be the case in this study, and second, that there is no
consequent overlap between the different classes. Were it not the case,
one can apply the “kernel trick” [49], which uses Mercer’s theorem to
computationally cheaply immerse the dataset in a much larger space,
where classes that are not linearly separable in the original space might
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become linearly separable.

In conclusion, support vector machines, random forests and nearest-
neighbors classifiers are interesting alternatives to Bayesian or Neural
networks classifiers to predict Y-haplogroups. Future users should note
that although we developed and mostly used PredYmale with datasets
featuring Y-STR profiles sampled with the CombYplex kit, the under-
lying ML concepts in our tool can be used on any STR panel (using STR
repetition counts). We encourage users to train and use PredYmale on
their own datasets regardless of the typing method.
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ANNEXE B

Cave de Lichtenstein

Dans la grotte de Lichtenstein un grand nombre d’os humains ont été retrouvés dans un

excellent état de conservation, mais remaniés. Les artefacts en métal et en céramique datent
de 1000 a 700 av. J.-C., appartiendraient a la période Urnfield de I’dge du bronze final. Cette
culture s’est étendue de I'ouest de la Hongrie a I’est de la France, des Alpes a la mer du Nord.
Au total, 60 sujets ont été identifiés (293; 294). Le sex-ratio était équilibré et la répartition
par age répondait aux attentes d’une population historique.
La grotte de Lichtenstein aurait été un lieu de sépulture secondaire (différences dans le de-
gré de dégradation de ’ADN, sous-représentation des nourrissons). Les profils de diversité
différentiels observés pour les haplotypes mitochondriaux et du chromosome Y montrent une
variabilité plus importante chez les femmes que chez les hommes (293; 294). Le panel PPY12
(Promega Corporation) qui comprends 12 Y-STRs a été étudié chez 19 hommes. Ce profil
PPY12 a été déterminé chez 15 sur 19 hommes. Pour ces 15 hommes, 73% appartiendraient
a I’haplogroupe 12 (11 individus). Certains haplotypes sont partagés jusqu’a 6 fois dans ce
groupe, indiquant selon les auteurs qu’il y aurait une certaine patrilocalité. (293; 294).
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ANNEXE C

Alleles et fréquences alléliques des

STRs autosomaux analysés au

Mont Aimé

Locus Fréquence s.d. Allele Locus Fréquence s.d. Allele

D351358 FGA
1 0.208333 | 0.084681 17 1 0.333333 | 0.098295 23
2 0.250000 | 0.090289 18 2 0.125000 | 0.068960 22
3 0.083333 | 0.057630 14 3 0.333333 | 0.098295 20
4 0.208333 | 0.084681 15 4 0.041667 | 0.041667 24
5 0.208333 | 0.084681 16 5 0.083333 | 0.057630 25
6 0.041667 | 0.041667 19 6 0.041667 | 0.041667 27

vWA 7 0.041667 | 0.041667 19

1 0.125000 | 0.068960 18 D2251045
2 0.166667 | 0.077709 19 1 0.125000 | 0.068960 11
3 0.166667 | 0.077709 15 2 0.458333 | 0.103895 16
4 0.125000 | 0.068960 17 3 0.291667 | 0.094776 15
5 0.333333 | 0.098295 16 4 0.083333 | 0.057630 17
6 0.083333 | 0.057630 14 5 0.041667 | 0.041667 12

D16S539 D5S818
1 0.291667 | 0.094776 13 1 0.541667 | 0.103895 11
2 0.125000 | 0.068960 14 2 0.083333 | 0.057630 10
3 0.083333 | 0.057630 15 3 0.208333 | 0.084681 13
4 0.250000 | 0.090289 11 4 0.166667 | 0.077709 12
5 0.041667 | 0.041667 8 D13S317
6 0.125000 | 0.068960 12 1 0.250000 | 0.090289 11
7 0.083333 | 0.057630 9 2 0.250000 | 0.090289 12

CSF1PO 3 0.166667 | 0.077709 13
1 0.250000 | 0.090289 11 4 0.208333 | 0.084681 8
2 0.458333 | 0.103895 12 5 0.125000 | 0.068960 9
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200 Mont Aimé
3 0.208333 | 0.084681 10 D7S820
4 0.041667 | 0.041667 13 1 0.041667 | 0.041667 7
5 0.041667 | 0.041667 9 2 0.083333 | 0.057630 9
TPOX 3 0.333333 | 0.098295 10
1 0.541667 | 0.103895 8 4 0.208333 | 0.084681 12
2 0.333333 | 0.098295 11 5 0.041667 | 0.041667 | 6.3
3 0.041667 | 0.041667 12 6 0.083333 | 0.057630 11
4 0.083333 | 0.057630 9 7 0.208333 | 0.084681 8
D8S1179 SE33
1 0.375000 | 0.100947 13 1 0.083333 | 0.057630 | 25.2
2 0.250000 | 0.090289 11 2 0.083333 | 0.057630 | 30.2
3 0.166667 | 0.077709 14 3 0.041667 | 0.041667 13
4 0.083333 | 0.057630 12 4 0.166667 | 0.077709 15
5 0.041667 | 0.041667 16 5 0.083333 | 0.057630 14
6 0.083333 | 0.057630 15 6 0.041667 | 0.041667 17
D21S11 7 0.041667 | 0.041667 19
1 0.125000 | 0.068960 | 31.2 8 0.083333 | 0.057630 | 28.2
2 0.291667 | 0.094776 29 9 0.041667 | 0.041667 18
3 0.125000 | 0.068960 | 30.2 10 0.041667 | 0.041667 | 29.2
4 0.166667 | 0.077709 28 11 0.041667 | 0.041667 16
5 0.250000 | 0.090289 30 12 0.083333 | 0.057630 36
6 0.041667 | 0.041667 27 13 0.083333 | 0.057630 21
D18S51 14 0.041667 | 0.041667 | 22.2
1 0.333333 | 0.098295 16 15 0.041667 | 0.041667 20
2 0.083333 | 0.057630 18 D10S1248
3 0.083333 | 0.057630 14 1 0.208333 | 0.084681 15
4 0.125000 | 0.068960 15 2 0.166667 | 0.077709 16
5 0.083333 | 0.057630 13 3 0.458333 | 0.103895 13
6 0.041667 | 0.041667 11 4 0.166667 | 0.077709 14
7 0.083333 | 0.057630 21 D1S1656
8 0.041667 | 0.041667 12 1 0.125000 | 0.068960 16
9 0.041667 | 0.041667 17 2 0.125000 | 0.068960 | 17.3
10 0.083333 | 0.057630 19 3 0.333333 | 0.098295 12
D25S441 4 0.125000 | 0.068960 | 15.3
1 0.166667 | 0.077709 10 5 0.041667 | 0.041667 17
2 0.125000 | 0.068960 14 6 0.083333 | 0.057630 15
3 0.541667 | 0.103895 11 7 0.083333 | 0.057630 | 16.3
4 0.083333 | 0.057630 12 8 0.041667 | 0.041667 13
5 0.083333 | 0.057630 | 11.3 9 0.041667 | 0.041667 | 18.3
D195433 D12S391
1 0.125000 | 0.068960 12 1 0.083333 | 0.057630 19
2 0.250000 | 0.090289 14 2 0.125000 | 0.068960 21
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3 0.166667 | 0.077709 13 3 0.083333 | 0.057630 22
4 0.083333 | 0.057630 | 16.2 4 0.125000 | 0.068960 23
5 0.041667 | 0.041667 | 13.2 9 0.125000 | 0.068960 17
6 0.041667 | 0.041667 16 6 0.083333 | 0.057630 16
7 0.166667 | 0.077709 15 7 0.083333 | 0.057630 20
8 0.125000 | 0.068960 | 15.2 8 0.041667 | 0.041667 15
THO1 9 0.083333 | 0.057630 24
1 0.375000 | 0.100947 | 9.3 10 0.125000 | 0.068960 18
2 0.208333 | 0.084681 6 11 0.041667 | 0.041667 | 18.3
3 0.291667 | 0.094776 7 D2S1338 :
4 0.083333 | 0.057630 8 1 0.125000 | 0.068960 24
5 0.041667 | 0.041667 9 2 0.208333 | 0.084681 16
3 0.083333 | 0.057630 23
4 0.125000 | 0.068960 18
5 0.083333 | 0.057630 25
6 0.166667 | 0.077709 17
7 0.125000 | 0.068960 19
8 0.083333 | 0.057630 20







ANNEXE D

Calculs des parentés retrouvées au
Mont-Aimé a partir des logiciels

LM-Relate et Familias

D.1 Récapitulatif

P1 P2 | ML relate Familias Résultats
LR-PO | LR-FS | LR-HS
1HO6 | 2H11 PO 282333 | 4750.29 | 2972.12 PO
2H10 | 2H17 PO 21649.1 | 515.712 | 610.625 PO
1H16 | 1H38 FS - 111.624 | 44.2602 FS
1HO7 | 1H10 HS - 34.8362 | 255.476 HS
1H38 | 2H23 HS - 6.3527 | 21.5808 -

D.2 Reésultats logiciel MI-Relate
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1HO1 [ 1HO3 [ 1HO4 [ 1HO6 | 1HO7 | 1THO8(1) [ 1HO09 [ 1H10 [ 1HI2 [ 1HI3 [ 1H14 | 1HI5 [ 1H16 | 1H17 [ 1HI8 [ 1H29 [ 1H35 [ 1H37 [ 1H38 [ 2H03 [ 2H06 | 2H07 | 2H08 [ 2H09 | 2H10 | 2H11 [ 2H12 [ 2H17 [ 2HI18 | 2H23
1HO1 -
1HO03 U -
1THO4 U HS -
1HO6 U U U -
1HO7 U U U U -
1HO8 U U U U U
1TH09 U U U U U i -
HI0| U U U U HS U U -
1H12 U U HS U U U U U -
1H13 U U U U U U U U U -
1H14  HS U U U U U U U U U -
1H15 U U U U U U U U HS U U -
1H16 U HS U U U U U U U U U U -
1H17 U U U U U i U U U U U U U -
1H18 U U U U U i U U U U U U U U -
1H29 | U HS U U U U U U HS U U HS | HS [ U -
1H35 U U U U U U U HS U u U U U HS U u -
1H37 U U U U U U U U U U U u U u U u U -
1H38 U HS u U U U U U U U U U FS U U U U U -
2H03 U U U U U U HS U U U U U U U U U U U U -
2H06 U U U U U i U U HS U U U U U HS HS U U U U -
2H07 U U HS U U i HS U U U U U U U U U U U U U U -
2H08 U U U U U i U U U U U U U U U U U U U U U U -
2H09 u U u U u U U U U U U u U U U u U HS U U U U U -
2H10 U U U U U U HS U U U HS U U HS U U U U U U HS U U U -
2H11 U U U PO U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U -
2H12 HS U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U -
2H17 ‘ U U U U U U U U U U U U U HS U U U U U U U U U U PO U U -
2H18 ‘ U U U U HS i U U U U HS U U U U U U U U U U U U U HS HS HS U
21]23‘ U Hs U U U i U U U U U U U U U U U U s U U U U U ‘ U U U U U

D.3 Résultats Logiciel Familias

P1 P2 R | LR P1 P2 R | LR P1 P2 R | LR

1HO6 | 2H11 | PO | 282333 | 1HO06 | 2H11 | FS | 4750.29 | 1HO6 | 2H11 | HS | 2972.12

2H10 | 2H17 | PO | 21649.1 | 2H10 | 2H17 | FS | 515.712 | 2H10 | 2H17 | HS | 610.625

1H16 | 1H38 | FS | 111.624 | 1HO7 | 1H10 | HS | 255.476

1HO7 | 1H10 | FS | 34.8362 | 1H16 | 1H38 | HS | 44.2602

1H38 | 2H23 | FS | 6.3527 | 1H38 | 2H23 | HS | 21.5808

1HO09 | 2HO7 | FS | 2.41728 | 1H16 | 1H29 | HS | 6.90913

1H18 | 2HO06 | FS | 1.72221 | 1H09 | 2HO7 | HS | 6.24898

1H12 | 1H29 | FS | 1.47778 | 1H37 | 2HO09 | HS | 5.45299

1H14 | 2H18 | FS | 1.22328 | 1H18 | 2H06 | HS | 4.14583

2H11 | 2H18 | HS | 4.08663

1HO03 | 1H16 | HS | 4.03535

1H15 | 1H29 | HS | 3.9098

1HO3 | 1HO4 | HS | 3.01081

1H14 | 2H18 | HS | 2.93825

1H17 | 2H10 | HS | 2.80607

1HO4 | 1H12 | HS | 1.91764

2HO06 | 2H10 | HS | 1.85727

2H10 | 2H18 | HS | 1.84891

1HO09 | 2H10 | HS | 1.8089

1HO1 | 1H14 | HS | 1.775

1HO3 | 2H23 | HS | 1.77387

1H12 | 1H29 | HS | 1.68504

1H12 | 1H15 | HS | 1.67225

2H12 | 2H18 | HS | 1.58824

1HO3 | 1H38 | HS | 1.58332

1HO7 | 2H18 | HS | 1.48065

1HO4 | 2HO7 | HS | 1.46545

1H17 | 2H17 | HS | 1.41934
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1HO03

1H29

HS

1.38126

1H14

2H10

HS

1.35727

1H17

1H35

HS

1.24411

1H29

2H06

HS

1.19993

1H10

1H35

HS

1.16299

1HO09

2HO03

HS

1.11949

1H12

2H06

HS

1.08982

1HO1

2H12

HS

1.07979







ANNEXE E

Données obtenues sur les
correspondances entre mitogénomes
chez les populations anciennes et

modernes européennes

E.1
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Différences M:;z:a“t 1~:S>]:rpa D Correspondance | Haplogroupe Pays Datation cal.B.C. Culture Références
2 1 1 4073 TH06 Uba2b3 Netherlands 2195 1905 calBCE Beaker The Netherlands Olalde ot al, 2018
2 1 1 CAK534 THO7-1H10 Jic3 Treland Neolithic Neolithic Cassidy et al. 2020
2 0 2 15383 THO7-1H10 Jicht England 1090-900 England, BA Olalde ot al. 2018
2 1 1 Karos2/17 THO7-1H10 Jic2 Hungary 10th century - Neparaczki et al. 2018
2 1 1 VK236 THO7-1110 J1c+16261 Denmark T0¢h century Viking Margaryan et al. 2020
2 1 1 16612 THO7-1H10 Jic3 Spain 2479 1945 CrberiacA Olalde et al. 2018
2 1 1 15512 THO7-1H10 Jic England 25001800 Beaker Britain Olalde ot al. 2018
2 2 0 15833 THO7-1H10 Jic Germany 2500 2000 Beaker Central Europe Olalde ot al. 2018
2 2 0 2417 THO7-1110 Jlc England 25002140 Beaker Britain Olalde et al. 2018
2 1 1 12033 THO7-1H10 Jic2 England 3010 2885 Scotlandy Olalde et al. 2018
2 1 1 NG10 THO7-1H10 Jic3 Treland 3338-3028 Neolithic idy et al. 2020
2 1 1 17554 THO7-1H10 J1co England 3366 3103 Scotlandy Olalde ot al. 2018
2 1 1 15119 1HO7-1H10 Jle2 Hungary 3400-3000 Hungar; JA Olalde et al. 2018
: 1 1 12605 THO7-1H10 Jic6 England 3631 2044 England; Olalde ot al. 2018
2 1 1 14089 THO7-1H10 Jic Romania 3761-3645 Romania Chalcolithic Mathieson et al. 2018
2 1 1 Kunila2 THO7-1H10 Jic3 Estonia 340 Corded Ware culture Saag ct al. 2017
2 1 1 UZ7Z75 THO7-1110 J1cs Sicilia 5,220 B van de Loosdrecht et al. 2020
2 1 1 PEN003 THO7-1H10 Jic3 France 7 . Rivollat et al. 2020
2 1 1 VK506 THO7-1H10 Jic2 Estonia 8th century CE EarlyViking Margaryan et al. 2020
2 1 1 VK57 THO7-1H10 Jic6 Sweden 9th century CE King Margaryan et al. 2020
2 1 1 VK216 1HO7-1H10 Jle2k Denmark 9th century CE Viking Margaryan et al. 2020
2 1 1 VK258 THI3 Kladal England T0-11th centuries CE Viking Margaryan et al. 2020
2 1 1 VK33 TH13 Kladal Sweden 10-12th centuries CE ng Margaryan et al. 2020
2 1 1 VK406 THI3 Kladal Swoden 10-12th centurics CE Viking Margaryan et al. 2020
2 0 2 10825 THI3 Klalal Spain 2474 2298 Beaker Theria Olalde ot al. 2018
2 0 2 CAK531 THI3 Kladal Treland 2831-2625 Neolithic Cassidy et al. 2020
2 0 2 KEB.6 H13 Kladal Morocco 1940 & 30 BP - Fregel et al. 2017
2 2 0 16680 TH16-1H38 HL+ 16189 England 18761625 Englandc Az BA Olalde ot al. 2018
2 2 0 14895 TH16-1H38 HI+16189 | Czech Republic 2273 2047 Beaker Central Europe Olalde ot al. 2018
2 2 0 2741 TH16-11138 TI1+16189 Hungary 24572153 Beaker Central Europe Olalde et al. 2018
2 2 0 16617 TH16-1H38 HI+16189 Spain 29002300 CrberiacA Olalde ot al. 2018
2 2 0 13136 TH16-1H38 HI+16189 England 35203365 Scotlandy Olalde ot al. 2018
2 2 0 PNO5 THI6-1H38 HI+ 16189 Treland 3941-3661 Neolithic Cassidy et al. 2020
2 2 0 VK260 TH37 Hiela England 10-11th centuries CE Viking Margaryan et al. 2020
2 2 0 VK353 TH37 Hiela Sweden 1049 £ 58 CE Viking Margaryan et al. 2020
2 2 0 VK462 TH37 Hiecla Sweden 900-1050 CE Viking Margaryan et al. 2020
2 1 1 CA122A TH37 Hicla Portugal Late Neolithic/Chalcolithic | Late Neolithic/Chalcolithic Margaryan ct al. 2020
2 2 0 VK258 2H07 Kladal England 10-11th centuries CE Viking Margaryan ct al. 2020
: 2 0 VK33 2H07 Kladal Sweden 10-12th centuries CE Viking Margaryan et al. 2020
2 2 0 VK406 2HO7 Kladal Sweden 10-12th centuries CE Viking Margaryan et al. 2020
2 1 1 10825 2HO07 Kladal Spain 2474 2298 Beaker Iberia Olalde ot al. 2018
2 1 1 CAK531 2H07 Kiadal Treland 2881-2625 Neolithic Cassidy ct al. 2020
: 1 1 KEB.6 2H07 Kladal Morocco 4940 & 30 BP . Fregel et al. 2017
2 1 1 EUL57h 2H10 H3+152 Germany 2200-1575 Unetice (2200-1575 BC) Brotherton et al. 2014
2 2 0 PRIO0S 2H10 H3 France - - Rivollat et al. 2020
2 2 0 PRI00G 2H10 i3 Germany B B Rivollat et al. 2020
2 2 0 VK205 2HI0 H3 England 10¢h century CE Viking Margaryan et al. 2020
2 1 1 12573 2H10 H3+16311 England 1500 1301 Scotlandy BA Olalde et al. 2018
2 1 1 15515 2H10 H3+16311 England 2034 1775 Scotlandc Az BA Olalde ot al. 2018
2 2 0 12508 2HI10 H England 2135 1953 Beaker Britain Olalde ot al. 2018
2 2 0 4074 2HI0 H Netherlands 2278 1915 Beaker The Netherlands Olalde ot al. 2018
2 2 0 11381 2H10 H France 24001900 Beaker Central Europe Olalde ot al. 2018
2 2 0 17042 2H10 H Hungary 2500 2200 Hungarys A Olalde ot al. 2018
2 1 1 TI277-MIR14 2HI10 H3 Spain 2830-2820 Theria Chalcolithic Mathicson et al. 2015
2 2 0 AKGS 2HI10 H Treland 33-2469 Neolithic Cassidy et al. 2020
2 1 1 T1282-MIR19 2H10 3 Spain 630 Theria Chalcolithic Mathieson et al. 2015
2 1 1 12473 2H10 H3 Spain 2916-2714 Theria CA Lipson ct al. 2017
2 1 1 KY399148 MA115 2HI10 H3 Sardinia 3008 25 (MAMS-26895) - Olivieri et al. 2017
2 1 1 ALBL 2HI10 b Germany 3858 57 (Er18537) Bell Beaker (2500-2200/2050 BC) Brotherton et al. 2014
2 1 1 MH043531 2HI0 H3+152 Spain 3rd - 2nd - Zalloua et al. 2018
2 1 1 SALZ57a 2H10 H3+152 Germany 3400-3100/3025 BC Salzmnde (3400-3100/3025 BC) Brotherton et al. 2014
2 1 1 MK321331 LU339 2H10 H3 Spain 1889+ /-68 - Gonzaloz-Fortes ot al. 2019
2 2 0 13879 2H10 H Bulgaria 5800-5400 Balkans MP Neolithic Mathieson et al. 2018
: 2 0 VK300 2HI0 H3 Denmark 850-900 CE Viking Margaryan et al. 2020
2 2 0 VK330 2H10 H3 Denmark 9-11th centuries CE Viking Margaryan et al. 2020
2 1 T | KY797260 MS10582 2H10 H3 Sardinia end of 6th - Matisoo-Smith ot al. 2018
2 2 0 CO1 2H10 i Hungary T copper age Baden Culture Gamba ot al. 2014
: 2 0 CM364 2H10 H Portugal Late Neolithic/Chalcolithic | Late Neolithic/Chalcolithic Martiniano et al. 2017
2 1 1 LC42 2H10 03 Portugal Middle Neolithic Middle Neolithic Martiniano et al. 2017
2 2 0 17571 2HIL Jicl England 14481259 England,, BA Olalde ot al. 2018
2 2 0 16608 2H11 Jlcl Spain 2020-1768 CrberiacA Olalde et al. 2018
2 2 0 12506 2HIL Jlcl England 2273 2034 Englandc ApBA Olalde et al. 2018
2 2 0 12691 2HIL Jlcl England 3700 3639 Scotlandy Olalde et al. 2018
2 2 0 12745 2HIL Jlcl Hungary 5300-4900 ALPc Szakalhat MN Lipson et al. 2017

Tableau E.2 — Correspondances partielles a 2 SNP de différence entre mitogénomes chez
populations anciennes européennes

les






ANNEXE F

Profils génétiques du personnel du

laboratoire et des archéologues

F.1 Profils ADN mitochondrial

Echantillon Séquence consensus | Haplogroupe | Polymorphismes

Analyste de Laboratoire 1 | 16012-263 B4/B2c 16182C 16183C 16189 16217 16235 16519 73 263
Analyste de Laboratoire 2 | 16012-263 T2b 16126 16184 16189 16294 16296 16304 16519 73 198 263
Analyste de Laboratoire 3 | 16012-263 H5 16304 16311 146 263

F.2 Profils Y-STR

Echantillon DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | GATA | DYS | DYS | DYS
456 | 3891 | 390 | 389II | 458 19 385 393 | 391 | 439 | 635 | 392 H4 437 | 438 | 448

Archéologue 1 | 15 12 24 28 17 14 | 11/14 | 14 11 13 23 13 11 14 12 18

Archéologue 2 | 16 13 24 28 16 14 | 11/11 | 13 11 13 23 13 12 14 12 19
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ANNEXE G

Article collaboratif : Froment C.,
Hourset M., Saenz-Oyhéréguy N. et
al. 2020
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The study demonstrates the high potential of MS-based proteomics coupled to an iterative database search
strategy for the in-depth investigation of ancient proteomes. An efficient targeted PRM MS-based approach,
although limited to the detection of a single pair of sex-specific amelogenin peptides, allowed confirming the sex
of individuals in ancient dental remains, an essential information for paleoanthropologists facing the issue of sex
determination and dimorphism.

1. Introduction

Tooth is one of the most abundant fossil remain in archaeological
sites. It contains a number of phylogenetic and life history traits that are
recorded and preserved in the mineralized dental tissues. Such traits,
including taxonomy, growth and development, sexual dimorphism,
diet, gestation and perinatal life aspects, pathogens, etc..., can be ex-
tracted from tooth morphostructural characteristics as well as from
(bio)molecular content [1-3]. Tooth thus represents a remarkable
source of information for anthropologists.

Although genetic information can be retrieved from past specimens,
proteins best survive at longer times making paleoproteomics an at-
tractive approach for providing original and valuable information
complementary to morphological and genetic studies [4]. Investigation
of ancient proteins in fossils is now possible owing to the improvement
of mass spectrometer performances in terms of high resolution and
sensitivity for protein analysis [5]. Such approach has proven its po-
tential to get an insight on past (patho)physiology, biological process,
phenotype and lifestyle [4,6] and to make protein-based phylogenetic
reconstruction for samples where no ancient DNA is available [4,7]. In
the particular case of ancient human teeth, paleoproteomics offers the
possibility to investigate health status [8,9] and diet [10-12] of past

populations. Another interest of ancient tooth proteome comes from the
possibility to sex the individuals by detecting peptides specific to the X
(AMELX) and Y (AMELY) chromosome-encoded gene products of
amelogenin [13-17]. This information is essential for paleoanthropol-
ogists facing the issue of sex determination and dimorphism.

Tooth provides several advantages to conduct paleoproteomics
studies. Since they are less porous than bone, the dental mineralized
tissues are expected to preserve proteins from contamination and de-
gradation [7], a main issue in ancient protein studies [18]. The hard
(enamel, dentine and cement) and soft (pulp) tissues express specific
and complex proteomes [19,20], which can be retrieved in ancient
specimens [9,21]. In addition to collagens that represent the main
proteins in tooth root, a large diversity of non-collageneous proteins
(NCP) are potentially accessible [7]. Among them, amelogenin (AMEL),
ameloblastin (AMBN), enamelin (ENAM), amelotin (AMTN), dentin
sialophosphoprotein (DSPP), cementum protein (CEMP1) are tooth-
specific proteins. Their identification ensures therefore the reliability of
the analysed samples. Moreover, single amino acid variations detect-
able in some tooth proteins can also be of clinical [20,22], morpholo-
gical [23] and phylogenetic interest [7,22,24,25].

The objective of the present study was to develop optimized MS-
based proteomics approaches for tooth fossil identification, especially

* Correspondence to: C. Mollereau, Laboratoire AMIS, Faculté de médecine, 37 allées Jules Guesde, 31073 Toulouse Cedex 03, France.
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focused on the characterization of peptides showing sex-specificity or
phenotypic information. For that, eleven Neolithic human teeth dated
to ~5000-years ago and originating from Mont Aimé multiple burrial
(France) have been analysed in comparison with modern samples by
using shotgun nanoLC-MS/MS and a bioinformatics database search
method adapted to the particular case of ancient proteins prone to
degradation, damage and evolutionary variation [5,26,27]. The work-
flow was based on an iterative database search strategy [28-30] to
overcome the limitation of conventional single-step method in mana-
ging the presence of high-level of protein modifications, incomplete
enzymatic or non-specific hydrolysis. In addition, a customized protein
database consisting in the Human Uniprot database hand-upgraded
with genetically variant products presenting an interest for phenotypic,
taxonomic or dental diseases (Table S1) was used. This approach al-
lowed the identification of nearly 1500 proteins in the totality of ar-
chaelogical samples. They were mostly identified in the no enzyme
search modes, indicating that, when only considering the conventional
semi-tryptic database search mode in shotgun analyses, a number of
peptides issued from randomly degraded proteins may be missed con-
tributing thus to a loss of information. Based on the identification of the
sex-specific peptides TALVLTPLK, IALVLTPLK and WYQSIRPPYP of
amelogenin, a targeted MS approach using a parallel reaction mon-
itoring (PRM) mode [31] was set up to maximize the sensitivity and the
reproducibility of detecting these unique peptides for sex estimation.
This led to confirm the sex of individuals in all the samples.

2. Materials and methods
2.1. Samples

The archaeological material originates from the French Neolithic
necropole of Mont Aimé (3650-3380 cal BC) located in the Bassin
Parisien [32]. Eleven teeth (Table S2) were randomly collected from
individuals of the hypogea 1 (1HO1, 1HO5, 1H06, 1HO07, 1H12, 1H15,
1H18) and the hypogea 2 (2H08, 2H10, 2H12, 2H23). Two present-day
teeth (CW02, CW03) from males undergoing dental surgery were ob-
tained by collaborators after written informed consent. Just after ex-
traction, teeth were briefly cleaned with alcohol and kept at —20°C
until use. The genetic sex of the neolithic individuals (4 females and 7
males) was previously determined by using the multiplex PCR ampli-
fication assay described in [33], in a study aiming at determining the Y-
chromosome lineages of the male individuals from the Mont Aimé site
(Sdenz-Oyhéréguy et al., in preparation). Teeth were manipulated
under a laminar flow hood in a cleanroom laboratory dedicated to
ancient DNA. The surfaces were cleaned with bleach (at 20% for 30 s),
rinsed with sterile pure water and exposed to UV light (30 min on each
side). After abrasion of the tooth surfaces by manual drilling with a
Dremel instrument, whole teeth were totally reduced into a fine powder
in liquid nitrogen using a Spex SamplePrep TM6870 Freezer/MillTM
(Fisher Scientific). The grinding vials were extensively washed between
samples to protect against cross-contamination. The powders were kept
at —20 °C until use.

2.2. Protein extraction and Trypsin digestion

Samples were prepared as four separate series for archaeological
teeth (S2, S51, S52, S6), and series S7 for present-day individual, each
including an extraction blank (BIk-E) sample with no material but ex-
actly processed as the tooth samples. Protein extraction was performed
by using a filter-aided sample preparation (FASP) protocol adapted
from [9]. A total of 10-50 mg of tooth powder was demineralized in
1ml 0.5M EDTA (pH 8) for 18 h at room temperature, under rotation.
After centrifugation (5min, 13,000 rpm), the supernatant was har-
vested, supplemented with 100 pul of 1 M DTT, mixed with 9 ml 8 M urea
in 0.1 M Tris pH8 for protein denaturation and ultra-filtered then
through Amicon™ Ultra-4 (10kDa) centrifugal filter unit (4000g,
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swinging rotor, room temperature). The pellet was incubated in 300 pl
lysis buffer (0.1 M Tris pH8, 0.1 M DTT, 4% SDS) for 2h at 60 °C and
centrifuged for 5min at 13000 rpm. The supernatant was mixed with
2ml 8M urea in 0.1 M Tris pH 8 and ultra-filtered through the same
centrifugal filter unit as the corresponding supernatant. After a wash of
the ultrafiltration unit with 2ml 8 M urea in 0.1 M Tris pH 8, proteins
were alkylated by incubation with 500 pl of 50 mM 2-Chloroacetamide
in 8 M urea, 0.1 M Tris pH 8, for 20-30 min at room temperature in the
dark. The ultrafiltration unit was then washed 2-times with 1 ml urea
8 M urea in 0.1 M Tris pH 8, followed by two washes with 1 ml and then
0.5ml 50 mM ammonium bicarbonate to replace buffer. Proteins re-
tained on the filter were dissolved in 50 mM ammonium bicarbonate.
10 ul aliquot was harvested for quantification using the Qubit protein
assay kit (Fisher Scientific). Proteins were subjected to enzymatic di-
gestion by adding 2pg sequencing grade modified porcine trypsin
(Promega) in 100 ul 50 mM ammonium bicarbonate and overnight in-
cubation at 37 °C. The digestion was prolonged the next day for 4-6 h
with 2 ug additional trypsin. The tryptic peptide mixture was recovered
by centrifugation over a new tube, followed by an additional elution
with 500 ul 50 mM ammonium bicarbonate. The entire eluate was
transferred to a microtube and dried by using a centrifugal vacuum
concentrator and kept at —20 °C until mass spectrometry analysis.

2.3. Shotgun nanoLC-MS/MS analysis

The dried peptides were resuspended with 0.05% trifluoroacetic
acid in 2% acetonitrile at a concentration of 1 pg/ul, and analysed by
online nanoLC using an UltiMate® 3000 RSLCnano LC system (Thermo
Scientific, Dionex) coupled to an Orbitrap Fusion™ Tribrid™ mass
spectrometer (Thermo Scientific, Bremen, Germany). 1 ug of the sam-
ples were loaded on a 300 um ID X 5mm PepMap C18 pre-column
(Thermo Scientific, Dionex) at 20 ul/min in 2% acetonitrile, 0.05%
trifluoroacetic acid. After 5 min of desalting, peptides were on-line se-
parated on a 75pum ID X 50 cm C18 column (in-house packed with
Reprosil C18-AQ Pur 3pum resin, Dr. Maisch; Proxeon Biosystems,
Odense, Denmark) equilibrated in 95% of buffer A (0.2% formic acid),
with a gradient of 5 to 25% of buffer B (80% acetonitrile, 0.2% formic
acid) for 80 min then 25% to 50% for 30 min at a flow rate of 300 nl/
min.

The instrument was operated in the data-dependent acquisition
(DDA) mode using a top-speed approach (cycle time of 3 s). The survey
scans MS were performed in the Orbitrap over m/z 350-1550 with a
resolution of 120,000 (at 200 m/z), an automatic gain control (AGC)
target value of 4e5, and a maximum injection time of 50 ms. Most in-
tense ions per survey scan were selected at 1.6 m/z with the quadrupole
and fragmented by Higher Energy Collisional Dissociation (HCD). The
monoisotopic precursor selection was turned on, the intensity threshold
for fragmentation was set to 50,000 and the normalized collision energy
was set to 35%. The resulting fragments were analysed in the Orbitrap
with a resolution of 30,000 (at 200 m/z), an automatic gain control
(AGQ) target value of 5e4, and a maximum injection time of 60 ms. The
dynamic exclusion duration was set to 30s with a 10 ppm tolerance
around the selected precursor and its isotopes. For internal calibration
the 445.120025 ion was used as lock mass.

Each sample was subjected to two independent LC-MS/MS runs (R1,
R2) for assessing the identification reproducibility. To control for carry-
over contamination, the MS workflow process included a washing step
followed by two buffer MS runs, referred as injection blank (Blk—1I),
before and after each sample MS run, including blank samples.

2.4. Bioinformatics data processing of shotgun nanoLC-MS/MS data

Data obtained from the shotgun nanoLC-MS/MS analysis were
processed using an iterative search method in two different search en-
gines: Mascot 2.6.1 (Matrix Science, London, UK) in Proteome
Discoverer™ software 2.1.1.21 (Thermo Fischer Scientific) and X!
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Fig. 1. Iterative database search strategy used for the bioinformatics data analysis of shotgun MS-based proteomics data.

Tandem version X! Tandem Sledgehammer (2013.09.01.1) [34] in
SearchGUI 3.2.14 [35]. Data were searched against the UniProtKB/
Swiss-Prot protein database released 2016_02 with Homo sapiens tax-
onomy (20,295 sequences). The database was implemented with a
number of isoforms and variants (listed in Table S1) relevant for dental
diseases, morphostructure or taxonomic discrimination [22,24], or re-
trieved from Ensembl.org.

The iterative database search performed with Mascot in Proteome
Discoverer™ consisted of three steps (Fig. 1) and was combined with the
Percolator algorithm (version 2.05) for calculation of g-values and
Posterior Error Probability (PEP) of peptide-spectrum matches (PSM)
[36,37]. For all steps, a target-decoy approach [38] was used for FDR
estimation using reversed or randomised databases for semi-tryptic step
or no enzyme steps, respectively. Mass tolerances in MS and MS/MS
were set to 10 ppm and 20 mmu, respectively. Carbamidomethylation
of cysteine was set as a fixed modification. Step 1: the MS raw files were
pre-processed for selecting MS/MS spectra and the derived peaklists
were searched using semi-tryptic enzyme specificity with a maximum of
three missed cleavages. The main protein modifications affecting da-
maged ancient proteins were set as variable modifications: deamidation
(N,Q), oxidation (M,P), carbamylation (K, N-terminal protein), and
conversion to pyro-glutamic acid (N-terminal Q). Validated PSM based
on Percolator g-value with a false discovery rate (FDR) worse than 1%
were exported in mgf format for searching in the next step. Step 2: the
pool of spectra imported from step 1 was searched with no enzyme
specificity and only oxidation (M,P) as variable modifications. Vali-
dated PSM based on Percolator g-value with a false discovery rate
(FDR) worse than 1% were exported in mgf format for searching in the
next step. Step 3: the pool of spectra imported from step 2 was searched
with no enzyme specificity and the same variable modifications as in
step 1. In a final consensus step, all the processed data (msf files) were
combined, validated and filtered with the following parameters: only
PSM with rank 1 and a Mascot ion score = 20 were considered. PSM
and peptides were validated based on Percolator PEP values at a FDR
set to 1%. Then, the peptide identifications were grouped into proteins
according to parsimony principles and filtered to 5% FDR. The esti-
mated FDR and the PEP values are monitored for each step of the
iterative database search and for the global consensus step (Table S3).

Using X! Tandem, protein identification was conducted against a
concatenated target/decoy version of the customized human
UniProtKB/Swiss-Prot protein database and the decoy sequences were
created by reversing the target sequences in SearchGUI. Mass tolerances
in MS and MS/MS were set to 10 ppm and 20 mmu, respectively.
Carbamidomethylation of cysteine was set as a fixed modification. Mgf
files were initially searched using tryptic enzyme specificity with a

maximum of three missed cleavages and a limited number of variable
modifications: oxidation (M,P). This method is known as a non-refined
search. Then, a refined search of the “candidate proteins” identified in
the non-refined search is performed allowing non-specific hydrolysis
and supplemental protein modifications: deamidation (N,Q), carbamy-
lation (K, N-terminal protein), Acetylation (N-terminal protein),
Pyrolidone (E,Q, carbamidomethylated C). Peptides and proteins were
inferred from the spectrum identification results using PeptideShaker
version 1.16.15 [39]. Peptide Spectrum Matches (PSMs), peptides and
proteins were validated at a 1.0%, 1.0%, and 5.0% False Discovery Rate
(FDR) estimated using the decoy hit distribution, respectively.

For the label free approach, extracted-ion chromatograms (XIC) of
the sex-specific peptides identified in archaelogical samples (TALVLT-
PLK, MH?* at m/z 478.3130; IALVLTPLK, MH2+ at m/z 484.3325;
MH?* at m/z 654.3259; WYQSIRPPYP, MH2" at m/z 654.3259) were
performed using Qual Browser in Xcalibur™ software 3.0.63 (Thermo
Fischer Scientific) with a mass tolerance of 4 ppm and a 5 point boxcar
smoothing. The ICIS algorithm was used for peak detection and peak
area integration using the default parameters.

2.5. Targeted proteomic analysis for sex estimation

Based on the shotgun analysis results, three sex-specific peptides of
amelogenin including TALVLTPLK, WYQSIRPPYP and the counterpart
deamidated form, WYQSIRPPYP, from AMELX and IALVLTPLK from
AMELY, were selected for targeted mass spectrometry analysis.
Corresponding peptides used as standard references were synthetized as
isotopically labelled C-terminus Lys U-'3C,'°N, or Arg U-'3Cg,°N,
heavy peptides. Both labelled peptides were coated together on a water-
soluble biopolymer bead in a controlled amount (READYBEADS™,
ANAQUANT, Villeurbanne, France). One coated READYBEADS™ was
dissolved in 1ml of 0.05% trifluoroacetic acid in 2% acetonitrile for
5min by vortexing, releasing the heavy isotope-labelled peptides at
final concentrations of 1pmol/uL for TALVLTPLK, 1.2 pmol/uL for
IALVLTPLK, 3pmol/uL for WYQSIRPPYP and 1.9pmol/uL for
WYQSIRPPYP (dilution named RB1). Subsequently, 10 pul of each sample
at a concentration of 1ug/pul were spiked with 1pl of the standard
heavy peptide solution. A 1.1 ul volume of each spiked-in sample was
analysed by a targeted mass spectrometry approach conducted in PRM
mode with the same instrument and chromatographic conditions as for
shotgun nanoLC-MS/MS analyses. The PRM acquisition method com-
bined two scan events starting with a full scan followed by targeted MS/
MS of the doubly charged precursor ions for both light (at m/z
478.3130, 484.3312, 653.8326 and 654.3246, respectively) and heavy
(at m/z 482.3201, 488.3383, 658.8367 and 659.3287, respectively)
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sex-specific peptides AMELX-TALVLTPLK, AMELX-WYQSIRPPYP,
AMELX-WYQSIRPPYP and AMELY-IALVLTPLK along the complete
chromatographic run. The full scan event employed a m/z 350-1550
mass range selection, an Orbitrap resolution of 60,000 (at 200 m/z), a
target automatic gain control (AGC) value of 4e5, and maximum filling
times of 50 ms. The targeted MS/MS was run at an Orbitrap resolution
of 60,000 (at 200 m/z), target AGC value of 1e5, and maximum filling
times of 120 ms. The targeted peptides were isolated using a 2 m/z unit
window with the quadrupole and fragmented by Higher Energy
Collisional Dissociation (HCD) with normalized collision energy of
35eV. All analyses were performed in triplicate for all the samples.

2.6. Bioinformatics data processing of PRM data

PRM data were processed in Skyline 3.7.0.11317 [40]. Firstly, the
peptide search results (.dta files) of 1H12 and 1H15 shotgun data for
which both sex-specific peptides markers were well identified, were
used for spectral library building with a cut-off score of 0.95. All the
extracted ion chromatograms (XICs) of selected fragments (Table S4)
were manually inspected to ensure correct peak detection and in-
tegration. The MS/MS spectra of imported PRM data were matched
(dotp =0.75) with that of the spectral library to confirm the sex-spe-
cific peptide identities. The heavy isotope-labelled sex-specific peptides
were invoked as standard references for supplemental reliable identi-
fication and peak selection.

For the determination of linearity, response curves were generated
by spiking the CW02 present-day sample with various dilutions of one
coated READYBEADS™, and the LOD/LLOQ of the assays was calculated
using the Quasar software [41] implemented as an external tool in
Skyline (supplementary Materials and Methods, Table S5 and Figs.
S1-54).

The peak areas intensity from the selected peptide transitions were
exported for heavy and light sex-specific peptides (Table S6), filtered
based on the calculated LOD and summed for each replicate in each
sample. The mean of the summed peak area intensities with the stan-
dard deviation (SD) and coefficient of variation (CV) were calculated
across triplicates for each peptide in each sample.

2.7. Data analysis

Graphic representations and statistical analysis of the data were
performed using Prism 7 (GraphPad Software Inc., USA). Venn dia-
grams were drawn with online tool (http://bioinformatics.psb.ugent.
be/webtools/Venn/). Classification of the identified proteins into
functional categories according to GO terms was performed by using
the functional annotation chart tool of DAVID (https://david.nciferf.
gov/home.jsp, [42]).

All the RAW data files, the corresponding Proteome Discoverer™,
X!tandem and Skyline output files, and the customized human database
have been deposited to the ProteomeXchange Consortium [PMID
24727771] via the PRIDE partner repository [PMID 16041671] and can
be accessed with the dataset identifier PXD014442.

3. Results and discussion

3.1. In-depth analysis of ancient human tooth proteomes based on shotgun
nanoLC-MS/MS analysis and a dedicated iterative database search strategy
using Proteome Discoverer™

The discovery phase was based on the nanoLC-MS/MS data-de-
pendent analysis of the tryptic digestions of global protein extracts from
eleven 5000 year-old human teeth (4 female and 7 male individuals)
and two present-day teeth from male individuals. Working on ancient
samples required a number of procedures and controls aiming at pre-
venting and monitoring contamination from modern and ancient en-
vironments (see sample preparation). Specifically, extraction (Blk-E)
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and injection (Blk-I) blanks were included for the control of con-
tamination and carry-over during the analytical process, and two in-
dependent LC-MS/MS analyses were run (R1, R2).

Ancient dental remains are expected to contain a large number of
peptides showing non-tryptic cleavages due to post-mortem protein
degradation by diagenesis process [18,26], in addition to endogenous
proteolysis by proteases such as MMP20 and KLK4 during the ma-
turation and crystallization phases of the dental hard tissue formation
[13,20]. Furthermore, ancient proteins harbour a large set of putative
modifications including the main damaged modifications such as dea-
midation of asparagine and glutamine, oxidation of methionine and
proline, and carbamylation of peptide N-termini and lysine residues
that could hamper trypsin digestion and contribute to a high rate of
missed cleavages. The current single-step database search approaches
are not very effective at identifying a large number of modifications and
non-specific cleavages from complex proteome mixtures because the
database search space expands exponentially as their number increases.
This also increases the search time and false positive rate. Conse-
quently, in order to overcome the drawbacks of conventional database
search methods, some iterative search strategies such as ISPTM (Itera-
tive Search for Peptide Identification with PTMs) have been already
described [29] or implemented to conventional search engines such as
in X! Tandem [28,34]. We took advantage of the Proteome Discoverer™
software that offers the possibility to design iterative search methods, to
tailor-make an iterative database search strategy in three steps to ac-
count for possible diagenetic amino-acid substitutions and non-enzy-
matic cleavages. The iterative search strategy (Fig. 1) consists in
making, at the end of a first semi-tryptic search with multiple dynamic
modifications, additional successive searches (no enzyme and oxida-
tion, no enzyme and multiple dynamic modifications) on the pool of not
well-identified spectra (PSM > 1% FDR) at each step. Furthermore, to
get access to putative phenotypic or taxonomic information, the Uni-
ProtKB/Swiss-Prot protein reference database was implemented with
63 variants (Table S1), essentially tooth proteins. This customized
human protein database was used for all the steps of the iterative da-
tabase search.

Using this optimized shotgun proteomics approach, a total number
of 1496 proteins were identified in the archaeological samples (Table
S7), with 64.4% and 65.5% overlap between the two injection re-
plicates (Fig. S5A). In total, 101 proteins were found in the extraction
(Blk-E) and injection (Blk-I) blanks and were considered as con-
taminants (Table S8). They were mostly identified in the Blk-I, re-
flecting some background carry-over. However, only a part (47/101) of
these contaminant proteins was retrieved in the samples (Fig. S5B and
Table S8), representating about 3% of the total number of proteins
identified. They essentially included collagens and keratins, but also the
alpha-2-HS-glycoprotein considered as endogenous to the samples in
other paleoproteomics studies [21]. Deamidation of asparagine re-
sidues, and more specifically of glutamine residues which occurs at
lower rate and is less dependent on buffer, represents another criterion
to assess the endogenous origin of proteins in ancient samples [4,7].
Among all possible glutamine and asparagine residues counted in the
list of PSM from archaeological samples, 41% and 70% were found
deamidated, respectively (Fig. 2). Compared to modern samples, total
and glutamine deamidation in ancient samples were 1.5 and 1.8 fold
higher, respectively, indicating a significant decay in the 5000-year old
proteins.

3.1.1. Proteins identified in the three steps of the iterative database search

As shown in Fig. 3A and Table S3, our iterative database search
workflow allowed the identification of around 300 proteins per ar-
chaeological sample. The first step of the iterative database search
workflow, corresponding to the usual semi-tryptic mode, identified 187
proteins in total (Fig. S5C), with 50 to 130 proteins per sample
(Fig. 3A). This yield is consistent with the number of proteins identified
in other studies on modern [43,44] and ancient [17,21] dentin, or
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Fig. 2. Deamidation of glutamine (Q) and asparagine (N) residues in Neolthic
and present-day samples.

For each sample in the two injection replicates R1 and R2, the number of
deamidated Q and/or N residues was counted in the list of PSM and reported to
the sum of all Q and/or N residues in the same PSM list. Bars represent
mean * SEM of the ratios for each sample and replicate.

* Statistical significance determined using the Holm-Sidak method, with
alpha = 0.05 in a multiple unpaired t-test (GraphPad Prism v7, La Jolla CA).
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ancient tooth root [9]. Interestingly, > 50% of the proteins were
identified in the no enzyme database searches only (Fig. 3A), and
particularly in the second step which only includes proline and me-
thionine oxidations as variable modifications (Fig. 3B and Fig. S5C).
This is likely related to the endogenous high level of hydroxyproline in
collagens and the presence of oxidized methionine in ancient collagens
and non-collagenous proteins [24]. In contrast, all the extraction blanks
controls show a completely reverse profile, as proteins were mostly
identified after the first step of the identification process in the semi-
tryptic database search mode (Fig. 3A and B).

Compared to ancient samples, the analysis of modern teeth (Fig. 3A
and Table S3) gave a higher number of protein identification per sample
(mean = 448) and the identification in the semi-tryptic database search
mode was increased by 2.3 fold (mean per sample = 200). However,
similarly to ancient teeth, a large proportion (=50%) of the proteins in
modern samples were identified in the no enzyme search modes and
were similarly distributed in the 3 steps (Fig. 3A and B). This indicates
thus that the high abundance of randomly fragmented and damaged
proteins is not specific to archaeological samples but is also observed in
present-day samples. This result suggests that beside the natural ma-
turation of tooth-specific proteins during amelogenesis and dentino-
genesis, a large part of protein degradation likely occurs at the time of
death of the tissue by cellular processes, independently from the age of
the specimen. The possibility that random degradation results from our
biochemical extraction procedure is to be excluded since it is not ob-
served in the extraction blanks that show a reverse profile of distribu-
tion of proteins in the iterative search modes. The results show there-
fore that, when only considering the classical semi-tryptic database
search mode (step 1 only) in MS analyses, a number of peptides issued
from randomly degraded proteins may be missed contributing to a loss
of information.
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Fig. 3. Number of proteins identified using the optimized three steps data analysis workflow based on iterative database searches.

Data are represented as mean * SEM of the two injection replicates per sample.

(A) Total number of proteins per sample. The number of identified proteins after the first step (usual semi-tryptic database search) is displayed in black. The number
of proteins exclusively identified in steps 2 and 3 (no enzyme database search) is displayed in white.
(B) Percentage distribution of the number of proteins identified after each step (step 1 in black, step 2 in white, step 3 in grey) of the iterative database search

workflow.
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The lists of proteins from Neolithic (A, B) and present-day (C, D) samples either identified in the semi-tryptic search mode or exclusively identified in the no enzyme
search modes, were classified using the functional annotation chart tool of DAVID (https://david.nciferf.gov/home.jsp, [42]).

Archaelogical and present-day proteomes shared 564 proteins (Fig.
S5D and Table S7). The classification of the identified proteins in each
proteome into functional categories according to GO terms shows si-
milar profiles between Neolithic (Fig. 4A and B) and modern proteomes
(Fig. 4C and D), but different profiles between the semi-tryptic (Fig. 4A
and C) and the no enzyme (Fig. 4B and D) search modes. > 50% of the
categories identified in the semi-tryptic search mode (55% and 60%,
Fig. 4A and C, respectively) were attributed to categories related to the
mineralized dental and bone tissues (extracellular matrix and adhesion
proteins, tooth, biomineralization, bone) and to pulp tissue (blood,
immune and inflammatory systems). This proportion is reduced to 22%
(Fig. 4B) and 27% (Fig. 4D) in favor to categories related to cell cycle
and transcription and to signaling and transduction processes in the no
enzyme search modes. This indicates that proteins belonging to these
later categories are likely more sensitive to death-induced proteolysis
than structural or blood proteins. The proteins identified in the tooth
proteomes of female and male individuals have been also compared by
principal component analysis (data not shown), but no evidence for a
differential distribution according to sex was observed, indicating no
qualitative sex-dependency of total tooth proteomes.

In order to evaluate our iterative database search workflow, in
terms of analysis depth, the shotgun nanoLC-MS/MS data were also
processed by X! Tandem, a currently used search engine which allows

to run an iterative database search using a double pass strategy. The
double pass strategy identifies proteins in the sample using unmodified
peptides (or minimally modified peptides) and assuming perfect pro-
teolytic cleavage in a first pass (non-refined search).Then the database
is reduced to include only those identified proteins and search it for a
wide selection of modified peptides and missed/non-specific proteolytic
cleavages in a second pass (refined search). Thus, our iterative database
search approach differs from this double pass approach by refining the
MS/MS spectra instead of refining the database. The search parameters
were set to match as much as possible our strategy, meaning that it
included the same variable modifications and allowed non-enzymatic
cleavage at both end. As shown in the Fig. S6 and Table S9, X! Tandem
allowed to identify a total of 187 and 330 proteins in archaeological
and present-day samples, respectively. This number is far lower than
that identified by our iterative search strategy, but is however very
close to the number identified after the first step of the iterative search.
Indeed, 76% and 73% of the proteins identified by X! Tandem in an-
cient and modern samples, respectively, are in common with the pro-
teins identified by the semi-tryptic search mode in the corresponding
samples (Fig. S6B). In fact, even if a non-enzymatic cleavage was al-
lowed in the refinement parameters of X! Tandem, the algorithm es-
sentially identified semi-tryptic peptides, as verified by manual ex-
amination of the list of peptides that contained few non-enzymatic
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Table 1
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Proteins characteristic of the tooth hard tissues identified per sample by using Proteome Discoverer™ (PD) or X! Tandem (X!T) softwares.

Accession Gene name # Peptides (PSM)
Males Females
1H12 1HO1 1HO7 2HO08 2H10 1HO5 2H12 Cwo02 CWo03 1HO06 1H15 1H18 2H23
QONP70 AMBN PD 1(3) 1(7) 1(2) 1(7) 1(4) 3(11) 2(6) 114 1(16) 1(6) 1(4) 2(8)
XIT 1(2) 2(5) 3(5) 1(10) 4(8) 1(5)
Q99217 AMELX PD 3(7) 2(16) 2(4) 2(49) 34) 3(6)
XIT 2(14) 2(17) 2(12) 4(7) 1(19)
Q99217-3 Iso3 AMELX PD 1(11) 3(13) 2(4) 2(22) 2(12) 2(13) 1(11) 2(126) 3(58) 2(8) 1(11) 2(21)
XIT 1(11) 2(36) 2(12) 2(31) 2(30) 2(136) 5(54) 2(12) 1(18)
Q99218 AMELY PD 1(2) 1(2) 1(1) 1(2)
XIT 1(1) 1(2)
Q99218-1 Isol AMELY PD 2(14) 3(5)
XIT
Q6UX39 AMTN PD 1(1) 1(1) 1(1)
XIT
Q6PRD7 CEMP1 PD 1(1) 1) 1(1) 1)
X!IT
Q13316 DMP1 PD
XIT 2(2)
QINZW4 DSSP PD 3(7) 5(9) 3(6) 1(1) 1(1) 2(2) 6(26) 11(44) 2(2) 2(2) 4(8)
XIT 4(8) 1(2) 14(36) 20(38) 47)
Q9NRM1 ENAM PD 4(4) 1(1) 3(3) 1(1) 4(11) 3(8) 1(2)
XIT
P08493 MGP PD
XIT 4(6) 8(13)
P08493-2 Iso2 MGP PD 3(11) 9(61) 7(30) 4(11) 8(63) 2(12) 11(55) 6(85) 8(120) 5(18) 2(9) 4(18) 2(7)
XIT
060882 MMP-20 PD 2(7) 13(28) 11(20) 9(26) 5(7) 8(12) 7(15) 11(34) 8(15) 7(12) 3(5) 2(9) 12(26)
X!IT 2(33) 16(40) 10(28) 8(35) 6(15) 7(23) 10(19) 8(29) 10(30) 4(15) 4(13) 2(16) 8(21)

peptides. Moreover, the number of tooth-specific proteins identified by
X! Tandem was lower (see below). These results demonstrate therefore
that our iterative search strategy was more powerful to allow a max-
imum number of identification.

3.1.2. Tooth-specific proteins

The characteristic proteins of enamel (AMBN, AMEL, AMTN,
ENAM), dentine (DSPP), cementum (CEMP1) and mineralized tissues
(MGP, MMP20) were identified in nearly all samples by the iterative
search mode, while some of them (ENAM, AMELY isoform 1, AMTN and
CEMP1) were not detected by X! Tandem (Table 1), evidencing again
the advantage of our iterative approach. However, probably because
the signal from the enamel tissue was diluted into the whole tooth
proteome, the tooth-specific proteins were identified with a low
number of peptides compared to other proteomics analyses restricted to
enamel [15,45] and particularly focusing on endogenously cleaved
peptides [13].

As shown in Fig. 5 and Table S10, the amelogenin (AMEL) protein
was identified by different peptides common to AMELX and AMELY,
and by peptides specific to the species Q99217 and Q99217-3 of
amelogenin X (AMELX), and specific to the species Q99218 and
Q99218-1 of amelogenin Y (AMELY). All these peptides are located in
the N-terminal tyrosine-rich amelogenin protein (TRAP) domain
(Fig. 5A), a proteolytic peptide released during enamel maturation
[13]. Regarding AMELX, the protein was identified in all samples ex-
cept in 1H18, which also gave poor results for other proteins (Table 1).
The protein was consistently identified by the female-specific peptide
TALVLTPLK, unique to the long form AMELX-Q99217-3. The other
female-specific peptides common to all species of AMELX were less
frequently detected in samples and corresponded to C-terminal non-
specifically cleaved peptides of different lengths and carrying mod-
ifications such as deamination and/or oxidation (Fig. 5B and Table
$10). Regarding the AMELY protein characteristic of male individuals,
it was identified in only 6 out of 9 male specimens (Fig. 5B and Table
S10). It is interesting to note that in archaelogical samples, AMELY was

identified by the sex-specific peptide IALVLTPLK, unique to the long
form AMELY-Q99218 (4/7 male individuals), while in the two modern
samples it was identified by the peptide WYQSMIRPPY common to all
species of AMELY (Fig. 5B). The identification of sex-specific peptides
permitted to envisage sex determination by using a label free approach
as reported in [15,16]. XIC of sex-specific peptides identified in ar-
chaelogical samples (Fig. 7A) show that the approach improved the
detection of the female-specific peptides, in particular the deamidated
WYQSMIRPPYP peptide, but it was not sensitive enough to detect
AMELY-specific peptides in all the male samples (only 5/9 individuals
confirmed with reproducibility). As mentioned above, the use of whole
tooth instead of enamel alone may have hampered the detection of
additional AMEL peptides described in other enamel proteomics studies
[13,15,45] and may account for the inconstant identification of sex-
specific peptides in samples. Also, in the case of AMELY, the protein is
less expressed than AMELX [20]. In order to improve the detection of
sex-specific amelogenin peptides in all samples, a targeted MS analysis,
which provides high selectivity and sensitivity with confident targeted
peptide sequence confirmation, was set up based on the identification
of the two AMELX specific peptides TALVLTPLK and WYQSIRPPYP, and
the peptide IALVLTPLK specific of AMELY.

3.2. Targeted MS analysis of amelogenin peptides for sex estimation

Parallel reaction monitoring (PRM) assay [31] was performed based
on the analysis of sex-specific peptides and their corresponding heavy
isotope-labelled synthetic peptides. The sex-specific peptides TALVLT-
PLK (AMELX-TALVLTPLK) and IALVLTPLK (AMELY-IALVLTPLK) were
considered as well-adapted candidates for PRM. Indeed, they were
identified in most samples, always as tryptic peptides without missed
cleavage, and were rarely found modified (Fig. 5B and Table S10).
Moreover, the HCD MS/MS spectra (Fig. 6A and B) of the
AMELX-TALVLTPLK and the AMELY-IALVLTPLK peptides displayed
similar series of y-ions, but the N-terminal sex-specific single amino-
acid variation between peptides was clearly distinguishable using the



C. Froment, et al.

Journal of Proteomics 211 (2020) 103548

A
099217 |AMELX MGTWILFACLBGAAFAMPLPPHPGHPGYINFSYE——————-==-==—— VLTPL SYGYEPMGGW. .191
099217-2 | AMELX MGTWILFACLIBGAAFAMP === mm == e e ——-VLTPLKWYQS SYGYEPMGGW. .175
099217-3|AMELX MGTWILFACTMGAAFAMPLPPHPGHPGYINFSYENSHSQATNVDRALVLTPLKWYQS SYGYEPMGGW. . 205
099218-1|AMELY MGTWILFACLEGAAFM!P‘LPPHE'G[IPG YINFSYE--———==—==———~ VLTPLEWYQSTIRPPYESYGYEPMGGW. . 192
099218 |AMELY MGTWILFACLGAAFAMPLPPHPGHPGYINFSYENSHSQAINVDREALVLTPLKWYQSMIRPPYESYGYEPMGGH. . 206
B
#PSM
Males Females
1H12 1HO1 1HO7 2HOE 2H10 1HOS 2H12 CWo2 Ccwol 1HO6 1H15 1H18 2H23
Description Accession Peptides Positions Modifications Theo.MH+[Da] RIRZRIRZRIRZRIRZRIRZRIRZRIR2 R1R2ZRIR2Z R1R2Z R1R2R1R2R1R2
AMELX Qa9217 NLFSYEVLTPLK W] [31-40] 1196 8562 11 11 1 1 1 i |
[FI.SYEVLTPLK.JA] [32-40] 10495877 1 1
[S] YEVLTPLIW] [33-40] 9625557 1 1 1
[KIWYQSIRPPYP [S] [41-50]  1xDeam [Q3] 1307 6419 51 1 15 4 3 4 48 2 4 52
[KLWYQSIRPPYPSYGYEPMG[G] [41-58]  1xOx [M17]; 1xDeam [Q3] 2207 9743 1
AMELX Qo9217-3 [R].TALVLTPLK.[W] [4B-54] 9556188 111 75 93 720 108 1018 119 21 22 21 18 411 111 16 15
(isoform 3) [RL. TALVLTPLK.[W] [46-54]  1xCarbamyl [N-Term] 998 6245 1
KL WYGSIRPRYP.[S] [55-64]  1xDeam [Q3] 1307 6419 51 1 15 4 3 4 4B 3515 2 4 52
[KIWYQSIRPPYPS [Y] [55-65]  1xDeam [C3] 1394 6739 1
[KIWYQSIRPPYPSYGYEPMGG] [55-72]  1xOx[M17]; 1xDeam [Q3] 22079743 1
AMELY Q09218 [RLIALVLTPLI[W] [46-54] 967 6550 22 22 1 2
AMELY Q99218-1 [N FSYEVLTPLK W] [31-40] 1196 6562
(isoform 1) [FLSYEVLTPLI W) [32-40) 10495877 12 2
[S] YEVLTPLK.[W] [33-40] 962 5657
[K1WYQSMRPPY [S] [41-50]  1=Ox[MS] 1xDeam [@3] 135762454 11

Fig. 5. Amelogenin peptides.

(A) Alignement of the N-terminal part of AMELX and AMELY proteins, showing the TRAP peptide. Amino acid variation between X and Y amelogenins are indicated
by white characters highlighted in black, boxes indicate the tryptic peptides used in the targeted MS analysis, bold characters indicate potential trypsin cleavage. (B)
List of AMELX and AMELY peptides identified with high confidence in Neolithic and Present-day samples by the iterative database search workflow; including their
modifications. In italic: non-specific peptides, in bold: sex-specific peptides used in the targeted MS. A more detailed table is given in supplementary data (Table S9).

series of b-ions, allowing an accurate identification of AMELX-TALVL-
TPLK and AMELY-IALVLTPLK peptides. The peptides AMELX-WYQSI-
RPPYP and AMELY-WYMGQSIRPPY described in other studies [15-17]
were always found deamidated, and oxidized on methionine residue in
the case of the Y-peptide (Fig. 5B and Table S10). As shown in Fig. 6C
and D, the HCD MS/MS spectra of these peptides exhibited a poor
spectral quality and also less discriminative ion series, especially
AMELY-WYMQSIRPPY which is deamidated and oxidized.

Therefore, the peptides AMELX-TALVLTPLK and
AMELY-IALVLTPLK, as well as the deamidated peptide AMELX-
WYQSIRPPYP and its non-deamidated counterpart, were selected for
designing a targeted proteomics PRM assay. For each peptide, the
transitions were chosen using as much as possible the most dis-
criminative and intense fragments (Table S4) and the signal response
curves were performed to assess the linearity and LOD determination
(Figs. S1-S4). PRM measurements were retrieved from the AMELX
peptides TALVLTPLK and WYQSIRPPYP, and AMELY peptide IALVLT-
PLK in all samples (Table S6) and compared to those of the label free
analysis (Fig. 7A). The PRM assay improved the detection of the three
sex-specific peptides in all the samples, in particular the Y-specific
peptide that is detected in all male individuals.

Although it is usually recommended to use several proteotypic
peptides per protein to obtain more reliable and precise quantification
results, a single pair of peptides (AMELX-TALVLTPLK and
AMELY-IALVLTPLK) with acceptable quality standards was never-
theless finally selected for PRM-based sex-estimation, based on the
comparative analysis of the CVs of the peak area intensities across tri-
plicates (Table S6). An example of representative PRM traces using the
selected transitions derived from endogenous and heavy isotope-la-
belled AMELX-TALVLTPLK and AMELY-IALVLTPLK peptides is given
for the male individual 1H07 and the female individual 1HO06 (Fig. 7B).
The retention time and peptide fragment patterns of the endogenous
AMELX-TALVLTPLK and AMELY-IALVLTPLK peptides well matched

with those of their corresponding heavy isotope-labelled peptides. The
Fig. 7C shows that the peak area intensities of the AMELX-TALVLTPLK
and AMELY-IALVLTPLK heavy peptides were roughly similar giving a
mean X/Y ratio of 0.99 + 0.88 (SD, n = 13). As the molar calibration
given by the manufacturer for both heavy isotope-labelled peptides
coated on READYBEADS™ is X/Y = 0.83, it can be considered that the
two peptides respond similarly to MS, allowing a direct comparison of
their intensities. In the case of the endogenous peptides in samples, the
ratio between AMELX-TALVLTPLK and AMELY-IALVLTPLK was
91 + 53 (SD, n = 9) in the male samples, indicating that the Y-specific
peptide was around 100 fold less abundant than the X-specific peptide.
This is lower than the estimation of 10% previously obtained from
transcriptomic studies [20], and of 8 + 6% reported in a recent pro-
teomic analysis using a combination of amelogenin peptides for quan-
titation [15]. This discrepancy may be explained by the use in our PRM
assay of a pair of peptides unique to the long forms of AMELX and
AMELY that may be differently expressed than the other species of
amelogenin splice variants. However, because they are unique to the
long forms, the X/Y peptide ratio likely reflects the X/Y gene expression
ratio for this variant.

The AMELX-TALVLTPLK peptide was detected in all the female and
male samples, as expected since derived from the amelogenin encoded
by chromosome X. The AMELY-IALVLTPLK peptide was successfully
detected in all the male individuals and not in the female individuals
(Fig. 7A), indicating a specific detection in males and the possibility to
confidently assign the sex of males based on the detection of the pep-
tide. In contrast, the absence of the Y-specific peptide is not sufficient to
predict the sex of female individuals, as it could be due to a lower
detection of the Y-specific peptide. This constitutes a limitation of our
PRM assay based on a single pair of peptides. However, considering the
sum of the LOD values for the AMELY-IALVLTPLK peptide (1.12 x 10°,
Table S5) and a 91 *+ 53 less fold abundance compared to the
AMELX-TALVLTPLK peptide, it can be assumed that for X-specific
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Fig. 6. HCD MS/MS spectra of the sex-specific peptides used in the targeted MS.
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(A) AMELX peptide, TALVLTPLK (doubly charged precursor ion, MH2", at m/z 478.3130). (B) AMELY peptide, IALVLTPLK (doubly charged precursor ion, MH2", at
m/z 484.3325). (C) AMELX peptide, WYQSIRPPYP (doubly charged precursor ion, MH?*, at m/z 654.3259) and (D) AMELY peptide, WYqSmIRPPY (doubly charged
precursor ion, MH?*, at m/z 679.3165). Series of y- and b-ions are highlighted in blue and red, respectively. q: deamidated glutamine residue; m: oxidized
methionine residue. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

peptide values below 5.58 x 10° (lower 95% limit), the sex of an un-
known sample cannot be assigned when the AMELY-IALVLTPLK pep-
tide is not detected. Conversely, for AMELX-TALVLTPLK peak area
values higher than 5.58 x 105, the absence of AMELY-IALVLTPLK may
indicate a female. The targeted proteomics PRM assay thus allowed the
confirmation of the sex in all the samples. This demonstrates the ca-
pacity of the assay to be applied in unfavorable conditions where the
signal is diluted (whole tooth instead of enamel), which may be ad-
vantagous since archaeological remains are not always optimized
samples.

4. Conclusion

The present study describes the potentiality of a shotgun MS-based
proteomics approach with a dedicated bioinformatics iterative database
search pipeline to deeply explore ancient proteomes. Compared to the
more conventional approaches, our iterative database search method
yields higher identification, especially in the no enzyme search, in-
dicating the presence of randomly degraded proteins.This high number
of identification in the non-tryptic searches was also observed in pre-
sent-day teeth, suggesting that a large part of proteins fragmentation is
not entirely due to diagenesis but probably also results from proteolysis
of tissue at the time of death. These results indicate therefore that,
when only considering the classical semi-tryptic database search mode
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Label free PRM Label free FRM Label free PRM
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Fig. 7. Label free and PRM-based targeted analyses for detection of sex-specific peptides.

(A) Label free and PRM measurements of the peak areas with the standard deviations (SD) for the female-specific peptides TALVLTPLK and the male-specific peptide
IALVLTPLK in all the samples. Peak areas correspond to the mean of the summed peak area intensities across the triplicate and the XIC integration across the two
replicates for the PRM-based targeted and the label free analyses, respectively. (B) Typical examples for transition chromatograms of AMELX-TALVLTPLK and
AMELY-IALVLTPLK peptides from male individual 1HO7 and female individual 1HO6 using PRM mode with corresponding RT and fragment patterns of the heavy
counterparts. (C) Plot of the peak area intensities (converted to Log values) of the endogenous and heavy AMELX-TALVLTPLK and AMELY-IALVLTPLK peptides in all
samples. An arbitrary value of 1 was attributed when no peak was detected, as it is the case for the Y peptide in the 4 female individuals. The genetic sex of each
individual is represented by the corresponding symbols. The synthetic heavy peptides spiked in all samples are represented by squares. The dotted lines illustrate the
experimental X/Y ratio 0.99 + 0.88 (SD, n = 13) for the standard peptides. The two ticks on the X-axis indicate the 95% confidence interval surrounding the limit of
detection value for AMELX-TALVLTPLK enabling the identification of a female individual in the absence of detection of the AMELY-IALVLTPLK. For
AMELX-TALVLTPLK values below the lower limit, the sex of an unknown sample cannot be predicted.

in MS analyses, a number of peptides issued from randomly degraded
proteins may be missed contributing to a loss of information. Moreover,
the targeted proteomics PRM assay using the isotope-labelled
AMELX-TALVLTPLK and AMELY-IALVLTPLK peptides developed in the
present study was efficient to successfully confirm the sex in all sam-
ples. While the assay is limited by the use of a single couple of peptides,
it could however represent a protein-based method alternative to ge-
netic analysis for estimating sex when DNA is not exploitable, as it
especially occurs in very old samples.
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ANNEXE H

Fréquences des haplogroupes I et 12
en France et en Europe depuis le
Paléolithique au Néolithique a
partir des données

paléogénomiques.

[Europe (N= 541 )

Periods N | N (Hgl) | % (Hg 1) | Freq (HgI) | N (Hg 12) | % (Hg I2) | Freq (Hg 12) Références
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Mésolithique | 67 34 50,7 0,5 29 43.3 0,4 16, 17, 18, 19, 20, 21]
[2, 3,7, 12, 13, 14, 18, 22, 23,
Néolithique | 434 185 42,6 0,4 152 35 0,3 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,

32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39]

France (N= 116 )

Paléolithique | 1 1 / 1 / / 1 2]
Mésolithique | 1 1 / 1 1 / 1 [12]
Néolithique | 114 50 43,8 0,4 46 40,3 0,4 (2,12, 13, 23, 25, 39)
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