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INTRODUCTION GENERALE

L’évolution des techniques de biologie moléculaire associée a une meilleure
connaissance des phénomenes régissant les modifications subies par I’ADN au cours du
temps sont a 1’origine de la progression rapide des recherches en paléogénétique. Depuis les
découvertes des premicres séquences anciennes il y a une vingtaine d’années, les progres
réalisés permettent aujourd’hui 1’étude d’un grand nombre de sujets ou encore 1’analyse de
génomes entiers de sujets exceptionnellement bien conservés. Si les possibilités techniques
rendent actuellement possible la compréhension des phénomeénes de dégradation et les
interactions permettant la pérennité des acides nucléiques, nul doute que les découvertes des
années a venir contribueront encore a ¢élargir les possibilités d’études sur I’ADN ancien. Ces
techniques profitent & de nombreux domaines tels la génétique des populations humaines,
animales ou végétales, les études sur la domestication ou encore la paléopathologie. La
paléoanthropologie en particulier a grandement bénéficié des recherches sur I’ADN ancien.
En effet, bien que toutes les problématiques ne soient pas accessibles par le biais de la
paléogénétique, il a néanmoins été possible d’apporter des éléments intéressants concernant,
entre autres, les relations entre les Hommes anatomiquement modernes et les Néandertaliens
ou encore entre les populations de fermiers néolithiques et les chasseurs-cueilleurs qui
vivaient en Europe.

Toutefois, la dégradation au cours du temps est inéluctable et le savoir actuel ne permet pas
I’analyse de molécules d’ADN trop fortement fragmentées en raison de conditions
environnementales trop défavorables. Il est, par conséquent, trés avantageux de pouvoir
étudier des spécimens ayant été inhumés dans des conditions permettant une bonne
conservation des acides nucléiques. Le permafrost qui recouvre la quasi-totalité du sol de la
Sibérie Orientale représente un milieu trés favorable a la préservation de I’ADN rendant cette
région particuliérement intéressante pour les recherches en anthropologie moléculaire.

En outre, le contexte général du peuplement de la Sibérie Orientale est passionnant du fait de
la position géographique de cette région a l’interface des mondes européens, asiatiques et
américains, mais aussi en raison du grand nombre de populations autochtones vivant sur cet
immense territoire. Ces groupes ethniques sont rattachés a des familles linguistiques

différentes et possédent des modes de vie variés allant des éleveurs semi-nomades aux
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chasseurs et éleveurs de rennes. Au sein de la Sibérie Orientale, les Yakoutes représentent une
énigme. En effet, seuls éleveurs de bétail et de chevaux entourés par des chasseurs-cueilleurs,
ils contrastent également par leurs spécificités linguistiques et culturelles. L’origine des
Yakoutes faisant I’objet de différentes hypothéses, une approche pluridisciplinaire combinant
I’anthropologie classique et moléculaire, la génétique des populations actuelles et
I’archéologie semblait particuliérement adaptée pour répondre a cette problématique. L’acces
possible @ un nombre important d’échantillons anciens, couvrant une période de temps
s’étendant du I1I*™ siécle avant JC au XIX“™ siécle AD, représentait une opportunité unique
d’étudier I’ethnogenése et 1’évolution de cette population. C’est dans ce contexte que le
Professeur Eric Crubézy a initi¢ en 2003, avec le soutien du Ministére des Affaires
Etrangeres, le programme de recherche des « Missions Archéologiques Frangaises en Sibérie
Orientale » et I’ACI « Le complexe spatial Altai Baikal, Plaque tournante des flux géniques
en Haute Asie, de la période protohistorique a 1’époque actuelle » avec I’appui du Ministere

de la Recherche qui a soutenu le travail de recherche présenté dans ce mémoire.

Le premier chapitre de ce mémoire sera consacré a la description de la Yakoutie dans
le contexte général de la Sibérie Orientale ainsi qu’a la présentation des différentes
populations autochtones vivant dans cette région géographique permettant d’appréhender la
problématique générale de ce travail de thése. Aprés un bref historique de la discipline puis la
description des spécificités et des contraintes propres aux études en anthropologie
moléculaire, nous détaillerons la méthodologie ainsi que les marqueurs génétiques employés
lors de ce travail. Les résultats obtenus seront ensuite exposés puis discutés au regard des
problématiques anthropologique et moléculaire. Nous terminerons ce mémoire en apportant
les éléments concernant la formation des Yakoutes et leurs relations avec les autres

populations de Sibérie Orientale.
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I LA YAKOUTIE : CONTEXTE GENERAL ET PEUPLEMENT
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I.1 La géographie : contexte général

I.1.1 Présentation du terrain d’étude

La Sibérie, vaste territoire recouvrant la totalité de 1’Asie septentrionale, s’étend d’ouest en
est depuis les montagnes de 1’Oural a Vladivostok et de la Mongolie au sud jusqu’a 1’océan
glacial arctique au nord. Cette immense aire géographique est traditionnellement divisée en
trois grandes régions du fait de la diversité des milieux naturels rencontrés. Aux frontiéres de
I’Europe, se trouve la Sibérie Occidentale dont les plaines s’étendent des Montagnes de
I’Oural au Ienissei ; faisant suite a cette partie les plateaux de Sibérie Orientale couvrent la
zone allant du Ienissei jusqu’a la Lena qui marque la limite avec les territoires d’extréme
Orient. Ceux-ci comprennent la vallée de 1’Amour, la facade Pacifique, la péninsule du
Kamchatka ainsi que le détroit de Béring. La Yakoutie couvre environ un quart de cet
ensemble et représente la quasi-totalité de la Sibérie Orientale.

La République Sakha, ou Yakoutie, est la plus grande des 21 Républiques autonomes qui
constituent aujourd’hui la Fédération de Russie avec une superficie de 3 103 200 km?. La
Yakoutie s’étend sur 2000 km d’est en ouest, des Plateaux de Sibérie Centrale aux Montagnes
de Verkhoiansk, couvrant ainsi les bassins de cinq grands fleuves, 1’Olenek, la Léna, la Yana,
I’Indighirka et la Kolyma. La République Sakha est bordée au sud par la Mongolie et la Chine
et 2500 km au nord par la Mer de Laptev et la Mer de Sibérie Orientale, 60% du territoire est
situ¢ dans le grand nord et 40 % se trouve au dela du cercle polaire. La masse continentale
engendre un climat froid et sec ainsi qu’une amplitude thermique extréme puisque les
températures sont fréquemment de I’ordre de -50°C en hiver en Yakoutie Centrale, et peuvent
atteindre -70°C dans la région de Verkhoiansk, alors qu’en été il est possible de rencontrer des
températures avoisinant les 40°C. Ces conditions climatiques particulicrement difficiles
entrainent la présence d’une taiga dense, composée essentiellement de mélézes et de bouleaux
sur la plus grande partie du territoire excepté les régions arctiques ou la taiga fait place a la
toundra. Malgré ce climat extrémement, rigoureux des groupes humains, dont I’origine et les
dates de peuplement différent, sont présents dans 1’ensemble des régions de Sibérie.

Il est possible de scinder la Yakoutie en trois grandes régions en fonction de critéres
linguistiques et par conséquent des populations qui occupent le territoire, ou en tenant compte
de la géographie physique. Selon Vorokin (1999), il existe trois groupes dialectaux distincts

apparus au gré des contacts entre populations de langue différente et dont la répartition se
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calque sur les séparations géographiques. Ces particularités linguistiques seraient par ailleurs
retrouvées au niveau génétique (Boeva, 1988). (i) La partie comprenant la Vilyuy et la région
d’Olékminsk dont une fraction importante de la population et représentée par les Evenks. (ii)
Au dela du cercle polaire, le nord et le nord-est de la Yakoutie ou les populations Evénes,
mais aussi certains groupes minoritaires tels les Youkaguirs ou les Tchouktches, partagent la
toundra avec les Yakoutes. (iii) Enfin, la Yakoutie Centrale qui fera 1’objet de cette étude.
Cette région est représentée par le triangle des fleuves Lena-Aldan-Amga et les régions
mitoyennes. La Yakoutie Centrale présente la plus forte proportion de Yakoutes et se
caractérise par des zones favorables a 1’élevage du bétail.

De maniére administrative, la République Sakha est divisée en 33 régions, ou ulus. Ce terme
qui fut largement adopté par les Yakoutes n’était pas utilisé avant D’arrivée des russes
(Gogolev, 1993). Ce découpage administratif date du XIX®™ sigcle et fait suite & de
nombreux remaniements qui se sont succédés depuis le XVII®™ sigcle. Ces découpages
administratifs étaient motivés par la volonté des colons russes de faciliter les recensements en
vue de la collecte du yassak (impdot prélevé par les Russes sous forme de fourrures). Le
premier fut effectué en 1642, il concernait les Hommes mais également le bétail afin

d’estimer les ressources des paysans yakoutes.

1.1.2 L’alas : une particularité du paysage de la Yakoutie Centrale

La région comprise entre la rive est de la Lena et le fleuve Amga est principalement formée
par des plateaux de basse altitude correspondant a d’anciennes terrasses alluviales de la Lena.
Le réchauffement ayant suivi le Dernier Maximum Glaciaire a entrainé la formation d’un
paysage trés particulier, résultant de 1’abaissement du niveau du permafrost. Ces
bouleversements climatiques ont favorisé la formation d’effondrements qui, en se remplissant
d’eau, vont finir par se rejoindre pour former des ensembles atteignant parfois plusieurs
kilométres carrés. L’absence de nappe phréatique sous jacente combinée a un abaissement du
permafrost peut conduire a I’asséchement de la zone créant ainsi de vastes aires déboisées et
I’apparition de pingos, ou bulgunnjakh, qui sont des collines de faible hauteur possédant un
noyau de glace et sur lesquelles les inhumations pouvaient &tre pratiquées. Ce processus se
déroulant en trois phases successives, s’¢tale généralement sur une période de 6000 ans

(Harada et al., 2006).
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Figure 1 : Vue aérienne de la succession de différents alas dans la région de Churapcha

(photo Annie Géraut, 2006).

Ces grandes dépressions, appelées alas (Figure 1), possédent des conditions propices au
développement d’une végétation herbacée qui furent mises a profit par les Yakoutes pour le
paturage des troupeaux ainsi que la fenaison. Ce phénoméne thermokarstique particulierement
fréquent en Yakoutie Centrale (Brouchkov et al., 2004) aurait conduit a la formation d’un
terroir permettant le développement de 1’élevage et pourrait, par conséquent, avoir favorisé la
fixation dans cette zone des populations d’éleveurs ayant migré depuis les régions au sud. De
plus, la densité ainsi que I’ampleur des alas était responsable de la richesse en ressources
pastorales des propriétaires terriens de la région ce qui aurait pu avoir une incidence sur leur
statut social.

L’alas constituait traditionnellement le territoire d’une famille, le plus souvent petite et
monogame (parfois polygame), composée des parents et de leurs enfants. La famille
patriarcale était la cellule de base de la société traditionnelle chez les Sakhas. La grande
famille patriarcale, composée des parents, des fils et de leurs familles, et parfois de serfs voire
d’esclaves, était plus rare. Celle-ci était généralement le fait d’un tojon (chef de clan) et
comprenait ses freres, ses fils, ses neveux ainsi que leurs femmes et leurs enfants. Dans le cas
des grandes familles polygames, le domaine familial pouvait s’étendre sur plusieurs alas
(entre deux et quatre), chaque épouse devenant alors responsable d’une partie du cheptel de la

famille (Le Berre—Semenov, 2000). Il est possible d’imaginer que les terroirs dont la
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concentration en alas était particulierement importante auraient pu favoriser 1’expansion de
certains clans et, par conséquent, de certaines lignées paternelles. L’ulus de Churapcha, dans
lequel nous avons réalisé¢ un nombre de fouilles et de prélevements génétiques important, est

unique du point de vue de la densité des alas.

I.1.3 Le permafrost

Le permafrost, ou pergélisol, représente la fraction du sol qui ne dégele pas durant 1’année.
L’épaisseur de cette couche peut varier suivant les zones de 0 a plus de 1500 m et la
température varie entre 0°C, dans les zones les plus au sud, a -15°C, dans les régions les plus
septentrionales (Fotiev,1997). Malgré le réchauffement climatique actuel qui a tendance a en
modifier la répartition, la majorité du territoire de la République Sakha est occupée par une
zone de permafrost continue qui ne dégele pas durant I’année (Kitabata et al., 2006) (cf figure
2). Lors des fouilles réalisées durant ces trois années, nous avons pu observer que la
profondeur a laquelle le sol était gelé variait de 50 cm a un métre en fonction par exemple de

’orientation ou de 1’exposition au soleil du site.

Le permafrost représente de maniére évidente un obstacle pour les inhumations puisqu’il
parait difficilement concevable que des populations ne disposant que d’outils rudimentaires
aient pu réaliser des fosses alors qu’il est impossible d’attaquer la couche gelée a 1’aide de
pelles en métal. Les populations devaient par conséquent soit stocker les corps durant I’hiver
en attendant que la surface du sol dégele, soit recourir a des biichers afin de faire fondre une
épaisseur suffisante de sol. Lors des fouilles que nous avons menés, les coffres sont par
conséquent fréquemment retrouvés posés sur le permafrost. Cette particularité présente de
nombreux avantages quant a la conservation des corps et du matériel archéologiques. Les
spécificités du permafrost sont également trés favorables a la conservation de I’ADN au cours

du temps (Willerslev et al., 2004b).
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Figure 2 : Distribution du permafrost continu et discontinu en Sibérie (d’apres Yang et al.,

2002).

En effet, la température et en particulier les variations au cours du temps sont, comme nous le
verrons dans le chapitre sur les dégradations de I’ADN, 1’un des principaux facteurs délétere
pour ’ADN. Or le permafrost va maintenir le corps a une température quasi-constante, proche
de 0°C. Lors des fouilles, nous avons observé a de nombreuses reprises la présence de glace a
I’intérieur des coffres indiquant que, méme durant la période estivale, le corps est maintenu a
une température constante (cf figure 3). En outre, le permafrost est un environnement
relativement sec puisque la plupart de 1’eau est présente sous forme solide (92/97%)
(Gilichinsky, 2002). Les dommages hydrolytiques vont par conséquent étre diminués. De
plus, une des particularités du permafrost rencontré en Yakoutie est la concentration en
méthane ainsi que son potentiel d’oxydoréduction qui suggérent des conditions anaérobies.
Les dommages oxydatifs seraient par conséquent réduits. Enfin, son pH est neutre ce qui
permettrait de diminuer les risques d’alkylation qui sont plus fréquemment rencontrés dans le

permafrost présent en Antarctique en raison du pH légérement alcalin (Gilichinsky, 2002).

L’ensemble des ces propriétés font du permafrost un environnement particulierement
favorable a la préservation de I’ADN au cours du temps. La Yakoutie apparait par conséquent
comme une zone géographique particulierement adaptée au développement d’une approche

paléogénétique nécessitant I’analyse d’un nombre important d’échantillons anciens.
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Figure 3 : Tombe de Jarama 1 découverte en sous bois lors de 1’expédition MAFSO 2004. On

note la présence de glace sur les deux tiers inférieurs du corps.
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1.2 Des premiers peuplements a la colonisation russe

Comme nombre de peuples de Sibérie, les Yakoutes ont une tradition essentiellement orale et
il n’existe par conséquent aucune trace écrite de leur histoire. Les premiers rapports
historiques n’apparaissent que tardivement avec I’arrivée des colons russes au XVII™ siécle
et les informations concernant les périodes antérieures sont bien souvent fragmentaires. De
plus, les données des études archéologiques sont difficilement exploitables du fait des
datations imprécises voire fantaisistes et/ou de la méthodologie employée. Cependant, les
recherches effectuées ces dernieres années par des archéologues locaux mais €¢galement par
des équipes internationales d’archéologues et de généticiens permettent d’éclaircir quelque

peu la période antérieure a la colonisation.

I.2.1 Premiers peuplements de la Yakoutie

Les premiéres occupations humaines sur le territoire de ce qui est aujourd’hui la Yakoutie
sont certainement a mettre en relation avec les populations de chasseurs du Paléolithique. Du
fait de 1’é¢tendue du territoire et des conditions climatiques, les recherches archéologiques
restent difficiles, aussi peu de sites trés anciens ont été décrits et la chronologie demeure trés
fragmentée.

Le site le plus ancien qui atteste d’une occupation humaine a été décrit en 2004 par Pitulko et
al.. et se situe dans le nord de la Yakoutie, au dessus du cercle polaire (cf figure 4). Ce site,
nommé Yana RHS en raison de sa localisation sur les rives de la riviére Yana, est datée de
27 000 ans. L’industrie lithique mise au jour sur le site regroupe de nombreux outils dont la
typologie différe des industries ultérieures par I’absence de fabrication de lames et lamelles.
Le site de Yana RHS eut un impact important dans le domaine archéologique puisque, pour la
premiére fois, la présence humaine dans 1I’Extréme nord était attestée avant le Dernier
Maximum Glaciaire. Les site de Berelekh (Mochanov, 1977) dans la région de Verkhoiansk et
Dyuktai (Mochanov, 1977) dans la région de 1’Aldan, sont datés aux environs de 11 000 a
13 000 ans (cf figure 4). Ces deux sites sont caractéristiques de la culture Dyuktai qui est
spécifique du nord de la Sibérie et se caractérise, en plus des outils bifaciaux, par la présence

d’outils lamellaires.
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Figure 4 : Localisation des sites Paléolithiques mis au jour en Yakoutie (modifi¢ d’aprés

Kuzmin et al., 2001).

1.2.2 Pré et protohistoire

Du fait de sa position géographique, la Sibérie Occidentale semble avoir été occupée depuis le
Paléolithique aussi bien par les populations ouest et est eurasiatiques (Okladnikov, 1964). La
région du lac Baikal, souvent proposée comme berceau de la population yakoute actuelle, a
été largement étudiée du fait du nombre de sites archéologiques présents et de sa position
charniére entre la Sibérie Occidentale et Orientale.

Dans la région péri-Baikale, correspondant au nord et a I’ouest du lac Baikal, la culture
matérielle durant le Paléolithique Supérieur présente des similitudes avec les populations
d’Europe de I’est (Okladnikov, 1959, 1964). De plus, les rares données ostéologiques (Turner,
1987 ; Ishida et Dodo, 1996) ainsi que les représentations artistiques suggérent que les
habitants de 1’est de la Sibérie était d’ascendance est-eurasiatique (hypothése a considérer
toutefois avec circonspection).

Les cultures Kitoi (transition Mésolithique/Néolithique : 7000-5000 ans BP) ainsi que
Serovo-Glazkovo (Néolithique : 4200-3200 BP) de la région du lac Baikal sont en revanche

21



un peu mieux documentées du point de vue archéologique et génétique. Les Kitois étaient
caractérisés par un mode de subsistance quasi-exclusivement li¢ a la péche et par des
pratiques funéraires comprenant 1’utilisation d’ocre lors des inhumations (Bazaliiskiy et
Savelyev, 2003 in Mooder et al., 2006). La culture Serovo-Glaskovo, qui est séparée de la
précédente par un hiatus d’environ 800 ans, différe par le mobilier associé au corps ainsi que
par les pratiques funéraires qui incluent ’utilisation de feu et une utilisation d’ocre plus
occasionnelle (Tiutrin et Bazaliiskii, 1996 ; Weber ef al., 2002 in Mooder et al., 2006).

La séparation entre ces deux périodes serait a mettre en relation avec une dégradation
climatique durant le milieu du Néolithique qui aurait entrainé une raréfaction des ressources.
Les populations de la culture Kitoi auraient été contraintes de quitter la région du lac Baikal
pour rejoindre le cours moyen de I’Ob et du lenissei conduisant, respectivement, a
I’apparition des Shorians et des Kets (Mooder et al., 2006). La population de la culture
Serovo-Glaskovo se serait en revanche maintenue dans la région du Baikal et il semble que
les lignées maternelles présentes dans cette population aient perdurées au moins jusqu’a la
période Xiongnu. En effet, des similitudes importantes ont été retrouvées entre les sujets
¢tudiés par Mooder et al. (2006) et les Xiongnu de la nécropole d’Egyin Gol (Keyser-Tracqui
et al., 2003) dans le nord de la Mongolie.

Durant le Néolithique, il semble que d’importants mouvements de populations soient
survenus, en particulier concernant les anciennes populations eurasiatiques qui se seraient
déplacées vers le sud et le centre de la Sibérie (Levin-Potapov, 1964). Par la suite, durant les
deux derniers millénaires avant notre ére, les expansions tiirks, mongoles et toungousses
semblent avoir provoqué le déplacement des groupes autochtones moins nombreux vers les
zones périphériques de leurs aires de répartition initiale ou avoir causé leur assimilation au
sein des cultures dominantes (Levin-Potapov, 1964). Ces changements auraient pu conduire a
I’apparition de nouveaux groupes ethniques de maniére relativement récente et dont les

influences culturelles seraient variées (Schurr, 2004).

1.2.3 Le Moyen-Age

La langue et le mode de vie des Yakoutes rapprochent indéniablement cette population des

peuples des steppes du sud de la Yakoutie. Cependant, la localisation précise de cette origine
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et les modalités concernant les dates, le nombre de vagues de migrations ainsi que 1’itinéraire

suivi restent incertains.
Deux hypotheéses principales peuvent étre considérées pour retracer 1’ethnogenése des Sakhas.

Selon I’hypothése la plus ancienne, proposée a la fin du XIX™ si¢cle par WL Siéroszewski
(1973, in : Le Berre-Semenov 2002), un exilé politique d’origine polonaise, les ancétres des
Yakoutes seraient arrivés dans la zone correspondant a la Yakoutie Centrale, au niveau du
cours moyen de la Lena, et auraient été contraints de se fixer sur ce terroir en raison de
I’occupation toungouse alentour. L’expansion des Yakoutes ayant conduit a leur domaine de
répartition actuel serait & mettre en relation avec I’arrivée des Russes au XVII™ siécle. Les
épidémies, notamment de variole, qui suivirent I’arrivée des colons affectérent grandement les
populations autochtones entrainant un dépeuplement quasi-total de certaines régions. Ces
déprises démographiques pourraient étre a 1’origine de 1’expansion des Sakhas (Forsyth et al.,
1992). La dichotomie actuelle entre les Sakhas du centre, de la Vilyuy et du nord aurait eu

lieu a cette période (in Le Berre-Semenov, 2002).

Selon une autre hypothése formulée par G Ksenofontov, puis reprise plus tard par AP
Okladnikov, les premicres populations venant du sud seraient arrivées au [ siécle de notre
ére depuis la région du péri-Baikal (partie ouest du lac Baikal correspondant a la région
d’Irkoutsk). Selon cet auteur, ces tribus d’éleveurs de rennes, appelées Uraangkhaj, seraient
d’origine toungousse et auraient subit I’influence des populations tiirks et mongoles. Les

iéme

Xiongnus, qui occupaient a partir du IV siécle av JC un vaste territoire incluant la majorité
de la région du lac Baikal y compris la région du péri-Baikal, pourraient correspondre aux
populations tiirks mentionnées par Ksenofontov. Cette premicre vague de nomades aurait par
la suite été partiellement assimilée et/ou partiellement repoussée vers le nord et le fleuve
Olenek par une vague d’¢leveurs de bétail nommés Kurykans, une tribu tiirk apparentée aux
Ouigours. Ces derniers se seraient ensuite déplacés puis fixés en Yakoutie Centrale qui
présente, comme nous l’avons décrit plus haut, certaines particularités géographiques
favorables a une économie d’¢élevage. Pour AP Okladnikov, la migration des Kurykans depuis
la région du péri-Baikal constitue le point de départ de la formation du peuple sakha.
L’arrivée des ces populations d’¢éleveurs des steppes du sud en Yakoutie Centrale entre le

XM et le XVI™ siécle, leur adaptation aux conditions climatiques et les contacts avec les

populations autochtones d’origine toungousse auraient conduit a I’émergence des Yakoutes.

D’apres des fouilles réalisées par 1’historien A Gogolev (2000), I’apparition de la société

yakoute telle qu’elle fut décrite au XVII™ siécle serait a mettre en relation avec la culture de
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Kulun-Atakh du XIV*™ siécle et localisée sur le cours moyen de la Lena. Cette culture se
diviserait en deux phases : une précoce allant du XIV™ au XV*™ siécle et une plus tardive

iéme

allant jusqu’au XVI™" siécle. L’habitat retrouvé dans ces sites était présent sous forme de
locus regroupant des ossements de chevaux et de bovins. Les dessins ainsi que les formes
présentes sur les céramiques évoquent, d’une part, le style rencontré entre le VI™ et le X™
siécle chez les Kurykans de 1’ouest du Baikal et préfigurent d’autre part les motifs rencontrés
dans la culture yakoute. La population a I’origine de la culture Kulun-Atakh aurait adapté
I’¢levage des chevaux et des bovins aux conditions climatiques de la région de la Lena et

leurs contacts avec les populations autochtones auraient conduit a la formation de la culture

yakoute traditionnelle.

Au nord de la culture de Kulun-Atakh, dans la région de contact entre la Vilyuy et la Lena,
I’archéologue russe AP Okladnikov mit en évidence dans les années 1940 une autre culture
pouvant étre en relation avec 1’émergence des Sakhas. Cette culture dite des petites maisons
ou Malyski Doma, dont la datation mal définie serait comprise entre le XIII™ et le XVI™
siécle, pourrait également marquer une assimilation des tribus locales par des populations

arrivant du sud.

Les travaux de la Mission Archéologique Francaise en Sibérie Orientale (MAFSO) ont permis
d’apporter de nouveaux ¢léments concernant le peuple sakha durant la période médiévale. En
effet, au cours des fouilles réalisées durant ces derniéres années 1’examen des pratiques
funéraires a révélé deux traditions distinctes dont les particularités seront détaillées
ultérieurement (//1.1.2.2 Les datations). De manicre succincte nous avons pu distinguer : une
premiére tradition dite turco-mongole qui semble ancienne (XIV-XV™ siecles) et pour
laquelle ’essentiel des sujets mis au jour sont masculins. Des ¢éléments de harnachement
(étriers, selle, mors) sont généralement associés au corps et aucun mobilier d’importation
(perles ou vétements en soie) n’est observé. La seconde période se distingue par 1’absence de
selle et la présence de nombreuses perles ainsi que d’autres éléments d’importation chinoise
notamment. Ces deux périodes soulévent la question des contacts entre la population yakoute,
dite traditionnelle, et les populations de Mongolie, d’Asie Centrale et de Chine apres leur

arrivée en Yakoutie.
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I.2.4 La colonisation russe

Les prémices de la colonisation des étendues sibériennes par les Russes s’amorcérent dans le
milieu du XVI*™ siécle sous le régne d’Ivan IV qui s’était proclamé Empereur de Sibérie
suite a D’annexion de la région de la riviecre Kama, dans les Montagnes de I’Oural.
L’expansion au-dela de cette région commenca vraiment en 1582 et notamment avec les
incursions de cosaques menés par Yermak, figure emblématique des nationalistes russes. En
1620, I’annexion de la Sibérie Occidentale était compléte et les Russes contr6laient un
territoire s’étendant des Montagnes de 1’Altai jusqu’au lenissei. La méme année, 1’expédition
dite de Penda partit de Touroukhansk sur 1’lenissei et remonta le cours de la Toungouska
inférieure jusqu’a la Lena. Penda descendit le cours de la Lena jusqu’a la région de ’actuelle
Yakoutsk et arréta sa progression vers le nord pour rebrousser chemin et remonter la Lena
jusqu’a la région du Baikal. Le retour vers Touroukhansk s’effectua a travers les steppes de
Bouriatie jusqu’a la Toungouska supérieure puis le Ienissei. La colonisation de la région de la
Lena ne fut officielle que dix ans plus tard avec la construction du premier fort de Yakoutsk
en 1632 sous le régne de Michel III.

Les motivations de cette expansion vers les régions sibériennes étaient principalement d’ordre
économique et notamment en raison de 1’engouement pour les fourrures. Ces territoires riches
en animaux sauvages représentaient par conséquent une source importante de peaux. Dés le
XVI™ siécle les russes mirent en place le yassak, un impot a payer en fourrures, auquel
étaient soumises toutes les populations autochtones. Pour une méme famille, I’ensemble des
sujets masculins agés de plus de quinze ans devaient fournir une fois par an un nombre fixé de
fourrures de zibeline. Chez les Yakoutes, il semble que le nombre de fourrures était fonction
du nombre de tétes de bétail possédées par la famille (Forsyth, 1992).

11 est attesté que, durant les quarante premiéres années qui suivirent le début de la colonisation
de la Yakoutie, les révoltes menées par les fojons furent écrasées d’une main de fer par les
représentants de 1’autorité tsaristes. Les nombreuses exactions combinées a la pression du
paiement du yassak entrainérent des mouvements de migrations des Sakhas depuis la Lena
vers les régions de la Vilyuy et vers le cercle polaire, notamment vers les fleuves Olenek et
Anabar dans le nord-ouest. Lors de ces expansions, les contacts avec les populations
toungousses conduisirent a la formation de populations fortement métissées telles les

Dolganes qui parlent un dialecte yakoute et dont le mode de vie se rapproche des toungousses.

25



Les données concernant les rapports entre les Russes et les Sakhas sont néanmoins difficiles a
cerner. Il semble, en effet, que la colonisation ait pu profiter a une certaine partie de la
population locale. Les décrets mis en place en 1677-78 concernant 1’autorité des chefs de
clans et leur responsabilité lors de la collecte des fourrures pour le yassak renforcérent
grandement 1’influence de cette noblesse locale. Ces premiers décrets furent suivis en 1733,
apres I’abolition de 1’esclavage par I’Impératrice Anna, par la confirmation officielle du role
d’administrateurs locaux et de juges des fojons. De plus, I’attribution des terres se faisait en
fonction de la quantité de fourrures remises en paiement du yassak. Les chefs de clans purent
donc étendre leurs terres au détriment des plus pauvres car ils fournissaient alors le plus de
peaux de zibeline. Ce renforcement de ’autorité des fojons aurait favorisé I’émergence d’une
aristocratie locale qui a sans doute pu étendre son influence a cette époque. De plus, au cours
du XVIII™ siecle la langue yakoute a connu une expansion importante et au début du
XIX™ elle avait été adoptée dans la majeure partie de la Sibérie Orientale, y compris par les
officiels russes habitant a Yakoutsk (Forsyth, 1992).

Une autre conséquence de la colonisation russe fut la christianisation des populations de
tradition chamanique et animiste qui occupaient les territoires conquis. Au XVIII™ siécle la
quasi-totalit¢ de la population Yakoute avait ét¢ baptisée mais les signes effectifs de ces
conversions ne sont visibles qu’a partir du XIX“™ siécle, excepté en ce qui concerne
I’adoption de patronymes d’origines russes. En effet, la conversion a la foi orthodoxe était
principalement motivée par I’exemption de paiement du yassak pendant les trois ans suivant
le baptéme. La plupart des Yakoutes conservérent ainsi leurs traditions chamaniques et la
pratique des rites en rapport avec leur cosmologie sur les sites sacrés.

Il parait assuré que les Sakhas existaient déja en tant qu’entité avant I’arrivée des Russes,
toutefois leur aire de répartition et de nombreux changements se produisirent apres la
colonisation. Il est donc important de garder a 1’esprit qu’une partie de 1’ethnogenése yakoute
aurait pu avoir lieu de maniére concomitante a 1’expansion tsariste du XVII®™ et XVIII™

siecles.
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1.3 Le peuplement actuel : caractéristiques et répartition

Selon le dernier recensement effectué en 2002, la République Sakha compte actuellement
949 280 d’habitants dont 41,15% de russes et 59,85% de populations autochtones. Celles-ci
comprennent 45,54% de Yakoutes qui forment I’ethnie majoritaire et 14,31% de groupes
minoritaires représentés par les populations toungousses (Evenks, Evénes, et Dolganes), les
Youkaguirs et les Tchouktches. Ces différents groupes ethniques ne sont pas répartis de
maniere homogene sur le territoire et il est vraisemblable que différents mouvements de
populations se sont produits en raison des expansions de certains groupes, notamment les

Yakoutes, et I’arrivée des colons russes.

1.3.1 Tchouktches et Youkaguirs

Sur le territoire de la République Sakha vivent actuellement environ 600 Tchouktches et un
peu plus de 500 Youkaguirs. Les Tchouktches et les Youkaguirs peuvent étre considérés
comme des populations reliques dans la mesure ou leurs effectifs sont extrémement restreints
et compte tenu du métissage important des populations vivant en Yakoutie avec les ethnies

toungousses.

Les Tchouktches sont I'un des plus anciens peuples de la Sibérie Orientale et leurs origines
semblent provenir de populations de chasseurs cueilleurs venus de Sibérie Orientale a la fin
du Néolithique. Leurs déplacements vers la péninsule du Tchoukotka ainsi que 1’assimilation
des populations d’esquimaux auraient entrainé la formation d’un groupe sédentaire. Le
passage & ’élevage de rennes, dont la datation est mal assurée (entre le VIII™ et le XVI*™
siécle), aurait put étre responsable d’une migration en retour vers I’ouest en raison de la
raréfaction des paturages liée a un augmentation de la taille des troupeaux durant le XIxme

siecle (Le Berre-Semenov, 2002).

Il semble que les Youkaguirs aient occupé un territoire assez vaste au cours du XVII™ sigcle
dans tout le nord de la Yakoutie (cf figure 5) : de la Lena jusqu’a I’Anadyr dans la Péninsule
du Tchoukotka. Cependant, les expansions sakhas puis russes auraient conduit a I’assimilation
et parfois I’¢limination de cette population qui fut alors repoussée dans des zones refuges sur

les rives de I’océan glacial arctique et au dela des monts de Verkhoiansk, vers les sources de
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I’Indigirka et de la Kolyma. L’ethnogenése de ces populations reste ambigué et il est difficile
de déterminer si ces populations sont le fait d’une classification réalisée par les russes ou si
les Youkaguirs constituaient une population clairement individualisée. Dans ce cas les
relations avec les Yakoutes seraient a rechercher considérant leur aire de répartition qui

concorde largement avec celles des Sakhas (cf figure 5).
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Figure 5 : Répartition des populations autochtones en Sibérie Orientale au XVII™ sigcle.

I.3.2 Les populations toungousses : Evenks et Evénes

Les Evenks représentent aujourd’hui le peuple le plus dispersé en Sibérie puisqu’on rencontre
des foyers d’occupation depuis le Ienissei a 1’ouest jusqu’aux cotes de la mer d’Okhotsk et
des steppes du sud a I’océan glacial arctique (cf Figure 6). L’ Arrondissement Autonome des
Evenks se situe au nord de 1’Angara et a 1’ouest du Ienissei. Cependant en plus de cette
localisation administrative et de la population vivant en Yakoutie, il existe une communauté
importante dans le nord-est de la Chine, en Mongolie intérieure ainsi qu’en Mandchourie. Les
Evenks appartiennent a la famille linguistique toungousso-mandchou. La langue evenk est
trés diversifiée et peut étre séparée en trois dialectes majeurs : septentrional, méridional et

oriental, eux méme divisés en sous dialectes. L’origine de cette population fait 1’objet d’une
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polémique quant a sa localisation et deux positions s’affrontent. De maniere synthétique, les
travaux d’Okladnikov mettent en avant deux vagues de migration depuis la région du Baikal
lors du premier siécle AD suite a la pression des populations Xiongnu, puis vers le xieme
siécle en raison des expansions des tribus mongoles conduisant a la formation des groupes
actuels. La deuxiéme théorie, qui apparait chez Shirokogoroff (1923), fait venir les proto-
toungousses du nord de la Chine actuelle (région de la Mandchourie et de la région de
I’Amour). Cependant, la répartition et les différences observées de nos jours sont, selon A.
Lavrillier, 2 mettre en relation avec leur histoire et les migrations constantes de ce peuple.
Lors de ces déplacements, les populations toungousses se seraient trouvées en contact avec les
peuples autochtones tels les Youkaguirs, les Koryaks ou les Tchouktches qui auraient alors
été en partie déplacés vers le nord. Il semblerait qu’au cours de ce processus, la langue
toungouse ait prévalu, tandis que leurs descendants adoptaient la culture des chasseurs-
pécheurs de la taiga et héritaient du type anthropologique des populations dites
"Paléoasiatiques". Finalement, au cours des siécles, ces mélanges de populations dans 1'est de
la Yakoutie auraient donné lieu a une différenciation des Toungouses en deux groupes
ethnographiques distincts : les Evenks et les Evénes (Vasilievich 1969 in Le Berre-Semenov
2002).

Les Evenes possedent un mode de vie nomade principalement basé sur 1’élevage de rennes, la
chasse et la péche. Toutefois, les tribus vivant sur les cote de la mer d’Okhotsk sont devenus
sédentaires et pratiquent la péche ainsi que la chasse des mammiféres marins révélant ainsi

I’influence des populations Tchouktches et Youkaguirs.
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Figure 6 : Aire de répartition schématique des principales populations de Sibérie Orientale.
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I.3.3 Les Yakoutes

Le nom "yakoute" correspond a la dénomination donnée par les russes a ce peuple et provient
certainement de la déformation d’un mot d’origine toungousse yeket (Forsyth, 1992). Le
terme yakoute désignait, pour les russes, I’ensemble des éleveurs de bétail et de chevaux. Les
Yakoutes quant & eux se nomment traditionnellement Sakha.

Les Yakoutes apparaissent comme un peuple atypique qui contraste par sa culture et son
mode de vie avec les populations environnantes. Selon Okladnikov (1972) "les Yakoutes ont
fasciné les érudits pendant 300 ans en raison de leur langue tiirk, leur économie d’élevage de
bétail et surtout leur culture qui étaient totalement déplacées dans cet environnement
subarctique et étrangeres aux populations environnantes". Les Sakhas vivent dans un
environnement extrémement froid qui ne semble que peu propice a I’élevage des bovidés et
des chevaux. Ils représentent d’ailleurs le seul exemple d’adaptation de ce type d’économie
sous des latitudes aussi septentrionales. La chasse et la péche peuvent néanmoins occuper,
suivant les lieux ou les époques, une part non négligeable de leurs modes de subsistance.

Les Sakhas parlent une langue appartenant a la famille des langues tlirks (comme les
populations de I’Altai, les Kazakhs, Kirghiz, Tuvas et Ouigours) (Balzer 1994) de part sa
grammaire ainsi que son vocabulaire mais présente également I’influence des langues
mongoles et méme toungousses (Forsyth, 1992). Environ 60% de mots sont originaires des
langues tiirks (avec une affinit¢é marquée pour la langue des Tuvas) et 40% d’origine
Mongole/Bouriate (langue mongole) (Schonig 1990).

Les traditions et croyances des Yakoutes reflétent également cette influence des populations
des steppes du sud. La féte de 1’ Ysyakh, célébrée durant neuf jours et devenue aujourd’hui féte
nationale de la République Sakha, n’est pas sans rappeler le culte tengrique des Huns
(adoration du ciel et des feux célestes). Au cours de 1’ Yhayakh, des priéres incantatoires (algys)
sont adressées par des "chamanes blancs" aux divinités célestes (4/yy), puis aux Esprits de la
terre et aux Esprits Protecteurs (Le Berre-Semenov, 2002). Durant cette cérémonie les
olonkhos, des poémes épiques de plusieurs milliers de vers, étaient récités retracant
I’Elleiade : le mythe de la formation des Sakhas. Cette Elleiade retrace 1’arrivée de 3 tribus
venues du sud menées par trois chefs de clans : Omogoj, Ellej et Uluu-Khoro. Omogoj, dont
I’origine et la langue sont inconnues, fut le premier arrivé et ses descendants occuperaient
aujourd’hui la rive ouest de la Lena dans les u/us de Churapchinsky, Tattinsky et Aldansky.

Le second fut Ellej, d’ascendance et de langue tiirk dont la tribu se serait fixée dans les ulus
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de Khangalassky, Megino-Khangalassky et Namsky qui se trouve de part et d’autre de la
Lena, dans la région de Yakoutsk. Enfin, Uluu-Khoro arriva de 1’est mais son peuple étant
considéré comme étranger en raison d’une langue différente (non précisée), il se serait
dispersé par la suite dans toute la Yakoutie. Pour AP Okladnikov cette Elleiade se reflétait
dans les peintures rupestres découvertes sur le site de Shishkino situé sur les rives de la Lena,
plusieurs centaines de kilométres au sud de Yakoutsk. Ces peintures représentent des cavaliers
chevauchant debout et brandissant des étendards mais également des vaches ainsi que des
chevaux (cf figure 7). Malheureusement ces fresques n’ont pas été datées avec précision et les
premiéres estimations les situant dans le Paléolithique Supérieur ont bien entendu été rejetées

(Bednarik et Devlet, 1992).

Figure 7 : Peintures rupestres des falaises du site de Shishkino.

Compte tenu des données archéologiques et ethnologiques, il est aujourd’hui admis par la
plupart des spécialistes que les ancétres des Yakoutes étaient originaires du sud de la Sibérie
et qu’une migration vers le nord le long des rives de la Lena les aurait conduit jusqu’en
Yakoutie Centrale. Les modalités de 1’ethnogenése telles que la zone de départ précise, le
nombre de vagues de migrations ainsi que leurs datations font cependant [’objet de
nombreuses divergences entre les chercheurs.

La population yakoute actuelle a fait I’objet d’études sur les marqueurs génétiques dits
classiques telles les protéines du sang (Pakendorf et al., 1999), les groupes sanguins (Tarskaia
et al., 2002) ou le systétme HLA (Gouriev, 2004) mais ¢galement sur les marqueurs tels que
I’ADN mitochondrial (Derenko et al., 2000 ; Pakendorf et al., 2003, 2006) ou le chromosome
Y (Santos et al., 1999 ; Pakendorf et al., 2002, 2006). Ces études sont assez homogeénes et
confirment des affinités marquées avec les populations a la fois du sud de la Sibérie,

Mongolie, Bouriatie et Asie Centrale, mais également avec les populations Evenks (Pakendorf
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et al., 2003, 2006). Cependant, il semble exister des différences importantes entre les origines
des lignées maternelles, en relation avec les populations d’Asie Centrale et du sud de la
Sibérie, et les lignées paternelles dont les particularités sont uniques a la population yakoute et
dont I’origine reste énigmatique (Pakendorf et al., 2006).

Les travaux de FX Ricaut sur 11 sujets yakoutes anciens datés du XV™ au XVII™ siécle
(Ricaut, 2003) ont permis d’apporter des €éléments inédits sur 1’origine du peuple sakha.
Considérant les lignées maternelles, il semble qu’une certaine continuité ait prévalu puisque la
distribution des haplogroupes dans cet échantillon ancien refléte la composition actuelle de la
population yakoute moderne. Certains éléments, dont la présence d’un sujet daté du X V™
siécle présentant un haplotype dit ouest eurasiatique, ont permis de nuancer les hypothéses qui
avaient été avancées concernant la provenance russe des haplotypes européens retrouvés dans
la populations actuelle. La nécessité d’une étude sur un échantillon plus large de la population
ancienne paraissait, par conséquent, nécessaire afin de préciser les modalités anciennes de la

formation des Yakoutes mais ¢galement 1’influence d’événements plus récents comme la

colonisation russe.

1.3.4 Répartition actuelle des populations

Les deux principaux centres de peuplement yakoute sont la Yakoutie Centrale, qui correspond
a la zone formée par la Lena, I’Amga et I’Aldan ainsi que la région de la Vilyuy (cf Figure 6).
La Yakoutie Centrale totalise presque un tiers de la population yakoute, Yakoutsk a elle seule
regroupant 15% de la population. La région de la Vilyuy ne compte que 12% des Sakhas, le
reste de la population yakoute se répartissant sur I'ensemble du territoire : elle est présente
essentiellement dans les régions du nord, dans les Monts de Verkhoiansk, dans la Moyenne-
Kolyma au nord-est, dans 1'Anabar au nord-ouest et, plus marginalement, au sud de Yakoutsk

dans la région d'Olekminsk.

La répartition des ethnies minoritaires est également hétérogéne sur le territoire. Les Evenks
représentent la deuxiéme ethnie autochtone la plus importante apres les Yakoutes suivie par
les Evénes. IIs occupent principalement la région occidentale de la Yakoutie, de la Lena dans
la région d’Ol€kminsk jusqu’a la région de 1I’Anabar en passant par la Vilyuy. Les Evénes se
concentrent essentiellement dans le nord-est de la République Sakha dans la région

comprenant les montagnes de Verkhoiansk ainsi que la Kolyma. Le peuplement dolgane n’est
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qu’anecdotique en Yakoutie et localisé¢ essentiellement dans le nord-ouest de la Yakoutie
puisque leur zone de peuplement principal correspond a la péninsule du Taymyr. La
population Tchouktche est relativement faible en Yakoutie et se concentre principalement a
I’embouchure de la riviere Indigirka ainsi que sur la rive ouest de la Kolyma. Enfin, les
Youkaguirs représentent une des plus petites minorités de Sibérie et la plupart vivent sur le
territoire yakoute. Ils se divisent en deux groupes les Youkaguirs de la toundra, ou Vadul et

les Youkaguirs de la taiga, ou Odul.
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1.4 Problématique et hypothéses sur l’ethnogenése Yakoute

[.4.1 L’ethnogenése yakoute : une problématique complexe

Comme nous I’avons évoqué dans les chapitres précédents, la présence de la population
yakoute dans 1’environnement inhospitalier que constitue la Sibérie Orientale représente une
énigme. En effet, les Sakhas dénotent totalement des populations qui les entourent de part leur
mode de vie semi-nomade et leur économie basée sur 1’élevage des bovins et des chevaux.
Leur langue d’origine turco-mongole représente 1’un des exemples les plus septentrionaux des
langues turciques et contraste avec les dialectes toungousso-mandchous des populations
environnantes, Evenks et Evénes. Leurs traditions et leur culture, notamment leur mythologie
représentée par I’Elleiade, les séparent également des groupes ethniques alentours les
rapprochant des croyances présentes, par exemple, chez les Huns.

L’ensemble de ces spécificités a conduit, de longue date, a les affilier aux populations
d’¢éleveurs nomades des steppes de Mongolie et d’Asie Centrale qui se seraient adaptés par la
suite aux rigueurs du climat. Cette adaptation ethnologique hors norme associée a la
localisation géographique de la Sibérie Orientale, au carrefour des mondes européen, asiatique

et américain font de la Yakoutie un sujet d’étude passionnant.

Les hypothéses archéologiques sur les origines méridionales des Sakhas, présentées dans le
chapitre précédent, ont été confrontées aux données analysées sur les populations actuelles
dans différentes études (Tarskaia et al., 2002 ; Gouriev et al., 2003 ; Pakendorf et al., 2002,
2003, 2006 ; etc.). Cependant, (i) les différents mouvements de population qui ont pu survenir
par le passé, accompagnés ou non de métissage avec les populations autochtones ; (ii)
I’impact de la colonisation russe concernant les modifications démographiques et les
mouvements de populations apres leur arrivée ; (iii) les différents épisodes de réduction de la
population en raison des famines, des épidémies ou des conflits obscurcissent
considérablement ’interprétation des données génétiques. De plus, la structure et la
répartition particuliére des populations sibériennes en petits groupes isolés et fortement
dispersés, les rendent particuliérement sensibles aux effets de la dérive génétique (Santos et

al., 1999) compliquant encore 1’étude des phénomeénes ayant eu lieu par le passé.
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L’accés aux données génétiques des populations du passé constitue par conséquent une
opportunité unique d’étudier la formation du peuple sakha et son évolution. Les premiers
travaux réalisés sur une douzaine de sujets inhumés entre le XV*™ et le XVIII™ siécles
avaient permis de mieux préciser les pratiques funéraires des Yakoutes et également dégager

certaines hypothéses concernant I’origine du peuplement (Ricaut, 2003).

Le présent travail de these s’inscrit dans la continuité des études de la MAFSO menées depuis
2000. Les expéditions de la MAFSO ayant permis la fouille de nombreuses tombes durant ces
trois derniéres années, nous étions en mesure de proposer une étude portant sur un nombre
important de sujets inhumés en Yakoutie Centrale et dont la répartition chronologique s’étend
du Moyen-Age a la période postérieure a la colonisation russe.

Cet échantillon unique nous a permis, dans un premier temps, d’approfondir la connaissance
des pratiques funéraires chez les Sakhas, tant sur le plan des modes de recrutement que sur les
schémas d’organisation. Dans un second temps, nous avons pu envisager I’évolution de la
population Yakoute in situ par la comparaison des données obtenues sur des sujets anciens a
celles disponibles pour la population yakoute actuelle mais également pour les populations
environnantes et en particulier les Evenks. La comparaison de nos résultats avec les données
génétiques anciennes disponibles sur les régions du sud de la Sibérie telles que : Ie nord de la
Mongolie (Keyser-Tracqui ef al., 2003), la région du lac Baikal (Mooder et al., 2006) ; I’ Altai
(Ricaut, 2003) et I’ouest de la Sibérie (Keyser, données non publiées) nous permettra de
confronter les hypothéses archéologiques et d’essayer d’éclaircir les modalités de
I’ethnogenese des Sakhas. Enfin, ces données génétiques devraient également permettre de
répondre a plusieurs des interrogations survenues a la suite des découvertes archéologiques de
la MAFSO telles que : I’existence de contacts avec les populations du sud de la Sibérie durant
la période Xiongnu; D’incidence au niveau génétique des changements d’influences
culturelles ; I’importance des métissages avec les populations autochtones puis ultérieurement
avec les colons russes ; I’influence de I’émergence d’une aristocratie locale au sein de la
[ieme

population yakoute au XVI siécle ; etc...
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L5 [Intéréts méthodologiques et moyens mis en oeuvre

Le climat extrémement froid et sec de la République Sakha ainsi que la présence d’un
permafrost continu sur I’ensemble de la Yakoutie Centrale combiné a des pratiques funéraires
particulieres engendrent des conditions taphonomiques propices a la conservation des restes
humains et du matériel archéologique. Lors des fouilles réalisées ces trois derni¢res années, de
nombreuses tombes ont livré des sujets dans un état de préservation exceptionnel. Ces
conditions sont également particulierement favorables a la conservation de I’ADN ce qui
permet notamment 1’analyse de 1’ensemble des marqueurs moléculaires étudiés couramment
sur les populations modernes (Short Tandem Repeats (STR) autosomaux, STR du
chromosome Y et régions hypervariables de I’ADN mitochondrial) de fagon quasi-
systématique (Keyser-Tracqui et al., 2003). La collaboration avec les anthropologues et
archéologues yakoutes nous permet également de procéder a des prélévements dans de bonnes
conditions eut égard aux mesures contre les contaminations mais également de maniére plus
pratique, a la quantité de matériel disponible. Ainsi, pour la plupart des échantillons, nous

avons pu disposer de suffisamment de matériel afin de mener au mieux les analyses.

L’étude des différents marqueurs moléculaires, dont les propriétés et I’utilisation seront
détaillées plus amplement dans un chapitre ultérieur, nous permettent d’aborder différentes
problématiques.

Tout d’abord les STR autosomaux sont utilisés, en plus de 1’évaluation des éventuelles
contaminations par des membres de 1’équipe, pour la détermination moléculaire du sexe des
individus. Cette détermination du sexe permet de confronter les diagnoses pratiquées au
niveau morphologique et de proposer un résultat pour les individus immatures. Il est en outre
possible d’aborder les relations de parenté pouvant exister au sein des ensembles funéraires
grace a ces marqueurs. L’analyse des STR rend donc possible une meilleure compréhension
des modes de recrutement au sein des lieux d’inhumation et par conséquent des pratiques
funéraires de la population yakoute suivant les époques ou les régions étudiées.

L’étude des marqueurs a transmission uniparentale tels que la région hypervariable de I’ADN
mitochondrial ou les STR et Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) du chromosome Y
peuvent compléter les informations apportées par les marqueurs autosomaux dans la
recherche des liens de parenté entre les sujets d’un méme site. Mais leur intérét principal

réside dans la possibilité de suivre les lignées maternelles et paternelles des individus étudiés
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et par la comparaison avec les données portant sur d’autres populations de proposer des
hypothéses sur les schémas de migrations. De plus, les taux de mutations variables entre ces
marqueurs permettent d’appréhender les mouvements de populations a des échelles de temps
différentes, les SNP du chromosome Y signant des événements plus anciens alors que les STR
renseignent plutdt sur des évolutions récentes.

En tenant compte de la répartition spatiale et temporelle de nos échantillons et grace a
I’analyse conjointe des différents marqueurs moléculaires avec les données génétiques
modernes ainsi qu’avec les éléments archéologiques et anthropologiques il sera possible
d’apporter des informations (i) sur les changements survenus au cours du temps au sein de la
population sakha ; (ii) sur les contacts avec les populations environnantes et les éventuels

évenements de dérive génétique ou les effets fondateurs ayant pu survenir

La comparaison de nos données génétiques anciennes avec des données modernes est par
conséquent d’autant plus pertinente que ces données sont de trés bonne qualité. En outre, de
nouvelles perspectives méthodologiques comme 1’extraction d’ADN a partir de différents
substrats ou le développement de nouvelles méthodologies sont envisageables grace a la

préservation des corps et la bonne conservation de I’ADN.
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II I’ADN ANCIEN
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1.1 Les champs d’étude de I’ADN ancien

I1.1.1 Historique de la discipline

II.1.1.1 Les premieres études

La découverte par 1’équipe de Wang et al. en 1981 de la conservation de la molécule d’ADN
dans les tissus hépatiques d’une momie chinoise agée de plus de 2000 ans permit I’émergence
d’une nouvelle discipline : I’anthropologie moléculaire. Il fallu cependant attendre 1984 et les
travaux de Higuchi et al. pour que le pas soit franchi entre la simple extraction d’acide
nucléique et ’amplification par clonage suivie du séquencage d’un fragment d’ADN ancien.
L’analyse d’une séquence de 112pb d’une espéce éteinte, le couagga (Equus quagga), a partir
de muscle d’un sujet naturalisé au XIX™ siecle démontra que les informations contenues
dans I’ADN présent dans les tissus ancien pouvaient étre étudiées avec succes. L’application a
des restes humains ne tarda pas puisqu’en 1985, Svante Pédédbo arriva pour la premiére fois a
cloner un fragment d’ADN nucléaire extrait a partir de tissus mous d’une momie d’enfant
égyptien agé de 2400 ans et contenant plusieurs répétitions de séquences Alu (Padbo, 1985).
En outre, cette étude mit en évidence les difficultés inhérentes a 1’étude de I’ADN ancien
puisque parmi les 23 sujets analysés, seul un contenait de I’ADN étudiable. Ces difficultés
liées aux dégradations chimiques et physiques de la molécule d’ADN feront 1’objet d’une
description dans un chapitre ultérieur (II.3.1 Les dégradations).

La découverte de la technique de PCR (Polymerase Chain Reaction) (Saiki et al., 1985)
représenta une alternative de choix au clonage bactérien puisque cette méthode allait
permettre d’amplifier un fragment d’acide nucléique cible a partir d’un faible nombre, voire
d’une seule copie d’ADN. La PCR eut pour conséquence une augmentation du nombre des
études sur ’ADN ancien (Pddbo & Wilson 1988 ; Pddbo 1989; Pdébo er al.. 1989; Thomas et
al.. 1989). Ces études sur les tissus mous, relativement rares lors des découvertes
archéologiques, furent complétées par la suite par ’analyse de substrats osseux et dentaires.
Les analyses effectuées par les équipes d’Hagelberg (Hénni, 1989), Hummel et Herrman
(1991) et Tuross (1994) montrérent que non seulement ces substrats durs pouvaient étre
utilisés comme source d’ADN mais que la conservation de la molécule d’ADN était meilleure
que dans les tissus mous en raison de 1’adsorption problable de I’ADN sur les cristaux

d’hydroxyapatite (cf chapitre I1.2 Les sources potentielles d’ADN ancien).
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La PCR permit de confirmer les difficultés liées a la dégradation de la molécule d’ADN mais
¢galement de mettre en évidence 'un des problémes majeurs de la discipline: la
contamination par de I’ADN exogéne. En effet, I’amplification par PCR est particuliérement
sensible aux contaminations puisque les molécules d’ADN intactes sont préférenticllement
amplifiées au détriment des molécules d’ADN endogenes souvent altérées.

Ces premiéres découvertes de la paléogénétique ouvrirent de nouvelles perspectives dans
différents domaines comme 1’anthropologie, I’archéologie et la génétique des populations. La
comparaison de caractéres morphologiques entre des sujets actuels et les fossiles allait ainsi
pouvoir étre transposée au niveau génétique. Jusqu’alors les études génétiques portant sur
I’évolution des espéces ou des populations n’étaient basées que sur des données
contemporaines qui n’apportaient que des preuves indirectes des changements survenus dans
le passé. L’ADN ancien, par un accés direct aux données moléculaires des populations du
passé, allait permettre de visualiser « en temps réel » les modifications et ainsi de mieux
comprendre les liens entre les individus d’un méme ensemble funéraire et, a une échelle plus

vaste, les relations entre populations.

1I.1.1.2 Les premieres désillusions

Les perspectives offertes par cette nouvelle discipline ainsi que I’absence de lignes directrices
entrainérent, dans les années qui suivirent les premiéres découvertes, la publication de
nombreux articles dont les résultats sont aujourd’hui contestés. Les annonces spectaculaires
portant sur de I’ADN datant de millions d’années extrait a partir de plantes (Golenberg et al..
1990 ; Soltis et al.. 1992 ; Poinar et al.. 1993), d’os de dinosaures (Woodward et al.. 1994) ou
encore d’insectes piégés dans de I’ambre (Cano et al.. 1992a, b, 1993 ; DeSalle ef al.. 1992,
1993, 1994) se multiplierent au début des années 1990. La plupart de ces études portant sur de
I’ADN datant de centaines de milliers voire de millions d’années se sont révélées étre lices a
des contaminations d’origine bactérienne ou humaine (Zischler et al.. 1995a ; Gutierréz et
Marin 1998). De plus, dans la majorité des cas, les analyses effectuées a I’époque n’ont pas pu
étre répétées rendant impossible toute vérification des résultats. Par la suite, il fut démontré
qu’a I’exception des restes retrouvés dans le permafrost, la molécule d’ADN ne pouvait se
conserver plus de 130 000 ans (Wayne et al., 1999) réfutant ainsi 1’authenticité des données

obtenues a partir d’ADN antédiluvien.
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En dépit des premiers essais aujourd’hui controversés, 1’é¢tude de I’ADN ancien est
aujourd’hui reconnue comme une discipline scientifique a part entiére. Cette évolution a été
rendue possible par une meilleure connaissance des altérations subies par la molécule d’ADN,
des mesures a mettre en place pour éviter les contaminations mais également grace aux

nombreux progres méthodologiques.

I1.1.2 La réaction d’amplification en chaine : Polymérase Chain Reaction (PCR)

La découverte de la technique d’amplification de ’ADN par PCR (Saiki et al., 1985) et
I’optimisation de la méthode (Mullis et Faloona 1987, Saiki et al., 1988) s’est révélée d’une
importance capitale pour 1’étude de I’ADN ancien. Les premicres ¢tudes avaient, en effet,
démontré les difficultés rencontrées lors des tentatives de clonage bactérien de molécules
d’ADN altérées et en faible nombre de copies. Les modifications postmortem subies par
I’ADN avaient pour conséquence soit une absence de réplication dans les bactéries, soit
I’apparition d’erreurs lors de la réplication liées aux processus de réparation de I’ADN (Péébo
et al., 1989b). Par exemple, les deux remplacements de bases azotées détectés dans la
séquence d’ADN mitochondrial du couagga lors de I’analyse complémentaire du sujet
auraient été générés lors du processus de clonage. La PCR apparait comme la méthode idéale
pour 1’é¢tude de I’ADN ancien puisque cette technique permet de générer un nombre quasi
illimité de copies d’un fragment d’ADN cible a partir d’un faible nombre de copies intactes.
Par ailleurs, cette méthode est beaucoup moins sensible aux modifications postmortem que le

clonage.

Le principe de la PCR (cf fig. 8) est basé sur la répétition de cycles thermiques comprenant
des étapes de dénaturation, d’hybridation et d’élongation. L’amplification d’une région
donnée est réalisée grace a ’emploi d’amorces spécifiques qui s hybrident de part et d’autre
de la séquence cible. Si I’efficacité de la réaction est de 100%, le nombre de copies obtenues a
partir d’une molécule d’ADN au bout de n cycles sera de 2". L’augmentation du nombre de
cycles permettrait, en théorie, I’amplification d’une seule copie d’ADN cible (Gill et al.,
2000). Cependant, la trés grande sensibilité de cette méthode entraine une amplification
préférentielle de toute molécule intacte présente. Cette propriété aura pour conséquence

I’amplification de molécules d’ADN exogenes présentes dans le milieu réactionnel au
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détriment de I’ADN du sujet étudié. Une trés grande vigilance lors de toutes les étapes pré-
PCR est donc nécessaire afin d’éviter toute amplification de molécules d’ADN contaminant.
Ce risque important et les conséquences pour I’interprétation des résultats conduisirent en
2000 a la publication d’une liste de critéres d’authentification des résultats par Cooper et

Poinar qui seront exposés et discutés dans le chapitre 11.4.
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Figure 8 : Schéma des différentes étapes de I’amplification par PCR.
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I1.1.3 Les champs d’application

Les possibilités offertes par I’analyse du génome ancien intéressent des domaines d’étude trés
divers allant de la détermination du sexe d’individus isolés a la reconstruction phylogénétique
des espéces éteintes ou la paléopathologie. Nous nous limiterons, cependant, dans ce chapitre

a la présentation des applications relatives a la lignée humaine.

1I.1.3.1 Etudes de restes humains

I1.1.3.1.1 Détermination du sexe des individus

La détermination du sexe est une information importante dans 1’étude des populations du
passé. En effet, il est nécessaire de prendre en compte le sexe des sujets lors de I’étude des
pratiques funéraires (infanticide sélectif, mode de recrutement, organisation des ensembles
funéraires, ...) mais aussi des informations sur la biologie des populations anciennes telles que
la stature ou les pathologies. En outre, la correspondance entre la détermination du sexe
morphologique et génétique est considérée comme un critére d’authentification des résultats
(Meyer et al., 2000).

En anthropologie classique, la diagnose sexuelle des sujets matures est principalement basée
sur le dimorphisme existant au niveau des os coxaux. La méthode de Bruzek (Bruzek, 2002)
permet, par 1’évaluation d’un ensemble de caractéres morphométriques, de différencier de
manicre fiable (environ 95% de réussite) les deux sexes. D’autres méthodes basées sur des
criteres de robustesse du crane (Ferembach, 1979) ou des os longs ont également été
proposées, cependant ces méthodes sont peu fiables en raison de la variabilité importante de
ces critéres. La méthode de Bruzek n’est malheureusement pas toujours applicable. En effet,
une mauvaise conservation des os coxaux, la découverte de squelettes incomplets ou de
fragments osseux sont des facteurs limitants. Enfin, pour les sujets immatures, il n’existe pour
I’instant aucune méthode ostéologique fiable, la biologie moléculaire représente donc la seule

possibilité pour la diagnose sexuelle.

L’étude du géne de I’amélogénine est la méthode la plus fréquemment employée. Ce géne,

impliqué dans la synthése de 1’émail dentaire et localisé sur les chromosomes X et Y, présente
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des délétions qui permettent de différencier ces deux chromosomes (Nakahori et al., 1991a et
1991b). La région analysée correspond au premier intron du geéne qui présente une délétion de
6pb sur le chromosome X (Sullivan ef al., 1993). La taille des produits d’amplification sera
donc de 106pb pour le chromosome X et de 112pb pour le chromosome Y. L’application de
cette technique est quasi systématique dans les études portant sur I’ADN ancien (Faerman et
al., 1995 ; Stone et al., 1996 ; Ovchinikov et al, 1998 ; Cipollaro et al, 1998 ; etc.).
L’analyse moléculaire permet d’apporter des informations pour compléter les données de
I’anthropologie classique comme dans le cas d’Ashkelon en Israél (Faerman et al., 1998).
Dans cette étude la détermination génétique du sexe de 43 sujets immatures répartis sur une
période allant du IV™ au VI*™ si¢cle AD permit de mettre en évidence un infanticide
préférentiel des sujets masculins. L’étude du géne de I’amélogénine a également permis de
réviser les conclusions apportées par ’analyse morphométrique de sujets problématiques
comme dans le cas du cimetiére de Aegerten en Suisse (Lassen ez al., 2000). L’analyse de 121
sujets immatures de ce site mit en évidence une sous estimation du nombre de sujets
masculins lors de la détermination morphologique du sexe. L’utilisation de I’amélogénine
ainsi qu’une nouvelle analyse morphométrique permit de réfuter I’hypothése d’une pratique
d’infanticide des sujets féminins proposée lors de la premiére étude du site.

L’analyse d’autres régions spécifiques des hétérosomes (notamment les STR) permet, en plus
de livrer des informations concernant les lignées maternelles et paternelles, de déterminer le
sexe d’un sujet (Schultes et al., 2000). Cette méthode est souvent utilisée comme controle, en

paralléle de I’étude de I’amélogénine.

I1.1.3.1.2 Etude des relations de parenté

Les relations de parenté au sein des ensembles funéraires sont classiquement abordées par
I’étude des caractéres discrets (Crubézy et al, 2002). Le déterminisme de ces caractéres
phénotypiques, codés comme présent ou absent, est probablement génétique. Cependant leur
mode de transmission exact est encore assez mal connu et la possible incidence de plusieurs
facteurs sur leur apparition peut étre un élément de biais. De plus, leurs fréquences n’étant pas
similaires dans toutes les populations 1’anlyse des caractéres discrets n’est pas toujours
possible.

Pour I’é¢tude des relations entre les individus, 1’analyse de marqueurs autosomaux a

transmission mendélienne ou de marqueurs haplotypiques a transmission uniparentale comme
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ceux présents sur la partie non recombinante du chromosome Y et les régions hyper-variables
(HV) de I’ADN mitochondrial est généralement employée. Ces marqueurs moléculaires
permettent de retracer finement les relations de parenté ainsi que les lignées paternelles ou
maternelles mais aussi d’appréhender les modes de recrutement des ensembles funéraires,
I’organisation sociale et les schémas maritaux d’un groupe d’individus.

L’analyse des STR autosomaux, couramment utilisés pour I’identification génétique en
médecine légale, permet d’étudier les relations de proche parenté (parents/enfants, grand
parents/petits enfants, oncle/neveu, frére/frére, etc.). Pour établir les liens entre parents plus
¢éloignés I'utilisation de ces seuls marqueurs ne suffit plus, aussi est il nécessaire d’employer
des marqueurs a transmission uniparentale. L’exemple le plus connu, et peut étre le plus
controversé, est celui de la famille Romanov. L’équipe de Gill et al. réalisa en 1994 ’analyse
génétique de 9 sujets retrouvés a Ekaterinburg en Russie et correspondant potentiellement a la
famille du Tsar Nicolas II. Les relations de parenté¢ entre les différents sujets furent
confirmées par 1’analyse des STR autosomaux et 1’haplotype mitochondrial de ces sujets
correspondait avec celui d’un des descendants de la famille.

L’étude conjointe des trois marqueurs est particulierement utile pour I’analyse du mode de

recrutement des grands ensembles funéraires. Ainsi 1’étude de la nécropole d’Egyin Gol, qui
pieme " sidcle AD refléte bien les

couvre une période allant du II siécle avant JC au I
possibilités d’étude offertes par 1’analyse de I’ADN ancien (Keyser ef al., 2003). L’analyse de
62 sujets grace a des marqueurs moléculaires possédant des taux de mutations différents, STR
du chromosome Y et région HV1 de I’ADN mitochondrial permit de compléter les
connaissances existantes sur les pratiques funéraires des Xiongnu. En effet, les auteurs
démontrérent que I’organisation de la nécropole était basée sur les relations de proches

parentés, 1’appartenance a une méme famille étendue ou au statut social.

I1.1.3.1.3 Etude des mouvements de populations

Les mouvements des populations anciennes ainsi que la continuité des peuplements sont des
questions abordées de longue date par les archéologues, les anthropologues et les généticiens.
Les particularités génétiques étant transmises au fil des générations, les groupes d’individus
actuels sont supposés présenter des fréquences similaires a celles de leurs ancétres pour un
marqueur génétique donné. Par inférence, il serait possible de retracer les événements passés

par I’étude des données génétiques actuelles. Les études pluridisciplinaires combinant les
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données archéologiques, génétiques et linguistiques ont permis de proposer des hypothéses
sur la plupart des grandes migrations humaines (Ammerman et Cavalli-Sforza, 1984 ;
Underhill et al., 2001 ; Forster, 2004 ; etc.). Cependant, les phénoménes de dérive, les
réductions de populations ou les migrations vont introduire des biais dans ces analyses. 11
semble par conséquent difficile de baser ces hypothéses sur les seules données actuelles
(Kolman et al., 2000 ; Relethford 2001).

L’étude de I’ADN ancien semble étre un outil particuliérement bien adapté pour répondre a
ces questions puisqu’il permet d’accéder directement aux données génétiques anciennes et de
les comparer avec les populations actuelles. L’effectif réduit des sujets anciens représente
toutefois une limitation importante a ce type d’étude et il est indispensable de disposer d’un
nombre de sujets conséquent (e.g. une trentaine de sujets) afin de s’affranchir, ou du moins de
réduire, les biais d’échantillonnage.

L’origine des Européens est une question débattue de longue date en anthropologie aussi bien
qu'en génétique des populations. L’étude de 57 sujets néolithiques (7000/7500 BP)
appartenant a 16 sites répartis en Allemagne, Autriche et Hongrie par Haak et al. (2005) a
permis d’évaluer la contribution des fermiers néolithiques au peuplement actuel de I’Europe.
La premiére région hypervariable de I’ADN mitochondrial a été analysée grace a I’utilisation
de 4 fragments d’une centaine de paire de bases se chevauchant. Des résultats reproductibles
ont été obtenus pour 24 sujets et, six d’entre eux se sont avérés appartenir a 1’haplogroupe rare
Nla. La fréquence élevée de cet haplogroupe, présent chez des sujets répartis sur I’ensemble
des sites étudiés, suggere que les fermiers néolithiques n’auraient eu qu’un impact limité sur
les lignées maternelles actuelles de I’Europe. Les chasseurs cueilleurs auraient adopté la
culture des nouveaux arrivants dont les lignées maternelles se seraient "diluées" au cours du
temps (Haak et al., 2005). 1l serait cependant nécessaire de déterminer la contribution des
fermiers néolithiques par I’étude des marqueurs du chromosome Y afin d’évaluer I’influence
de ces populations sur les lignées paternelles retrouvées aujourd’hui. De plus, certains aspect
de cette étude ont été remis en cause (Ammerman et al., 2006). En effet, la possibilité que les
lignées maternelles des sujets analysés proviennent de femmes appartenant aux chasseurs-
cueilleurs . Un écart chronologique important existe entre les échantillons de cette étude ce
qui pourrait directement remettre en cause les conclusions de cette étude puisque les lignées

maternelles auraient perduré en Europe Centrale durant 1700 ans (Ammerman ef al., 2006).
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I1.1.3.1.4 La lignée néandertalienne

Du fait de leur contemporanéité, la relation entre les Néandertaliens et les Homo sapiens
sapiens est un sujet débattu depuis la découverte en 1856 de I’Homme de Néanderthal, dans la
grotte de Feldhofer, prés de Dusseldorf en Allemagne. A la suite de cette découverte, de
nombreux restes ont ét€¢ mis au jour du Moyen-Orient a I’Europe. De ce fait, les hommes de
Néanderthal représentent actuellement le groupe d’Hommes fossiles le mieux connu puisque
plus de 80 sites européens ont livré des restes de Néandertaliens et de pré-Néandertaliens ce
qui représente environ 200 individus (Crubézy et al., 2002).

Le débat opposant les partisans de la théorie multi-régionaliste a ceux de 1’hypothése "Out of
Africa", partage les paléoanthropologues notamment depuis la découverte de fossiles dits
intermédiaires comme ’enfant de Largar Velho. L’opportunité d’étudier directement le
génome de ces hommes fossiles et de le comparer a celui des Hommes modernes a bien
entendu été percue comme une chance unique d’apporter une réponse a la question du
métissage entre Homo sapiens sapiens et Homo neanderthalensis.

Depuis les premiéres études en 1997 (Krings et al., 1997) pratiquées sur le sujet de la grotte
de Feldhofer jusqu’a I’analyse des sujets d’El Sidron (Lazuela-Fox et al., 2005) et de la grotte
de Scladina (Orlando et al., 2006), ’ADN de 11 Néandertaliens provenant de 5 sites
différents a été analysé (Feldhofer; Mezmaiskaya (Ovchinnikov et al., 2000); Vindija
(Krings et al., 2000 et Serre et al., 2004) ; Engis 2 (Serre et al., 2004) ; la Chapelle-aux-Saints
(Serre et al., 2004) et Les Rochers de Villeneuve (Beauval et al., 2005)). Les sujets étudiés
couvrent une période allant de 29 000 a 100 000 ans et son répartis sur une vaste zone

géographique allant du Moyen-Orient a I’Europe Occidentale (cf Figure 9).
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Figure 9 : Répartition géographique des sites ayant livré des restes de Néandertaliens analysés
au niveau moléculaire. 1: El Sidron; 2: La Chapelle-aux-Saints et Les Rochers-de-
Villeneuve ; 3 : Engis et Scladina ; 4 : Feldhofer ; 5 : Vindija ; 6 : Mezmaiskaya. (Modifié¢ a
partir de Lalueza-Fox ef al., 2005).

Les études portant sur les sujets les plus récents sont assez homogeénes quant aux résultats
obtenus (Serre et al., 2004). En effet, les séquences d’ADN mitochondrial provenant des
différents sujets présentent des mutations qui sont retrouvées chez la plupart des individus
analysés. La séquence HV1 de 123pb clonée par 1’équipe d’Orlando er al. (2006) semble
toutefois s’écarter des séquences précédentes. Cette courte séquence présente une position
polymorphe commune a I’ensemble des sujets étudiés mais posséde 3 nouvelles mutations qui
n’avaient pas encore été décrites. Les auteurs suggeérent que la population des Hommes de
Néanderthal aurait subi un phénomene de dérive ou de goulot d’étranglement conduisant a
une réduction de la variabilité¢ génétique entre 100 000 et 42 000 ans. Quelqu’en soit la cause,
cohabitation avec Homo sapiens sapiens, changements climatiques ou division de Ia
population, la diversité génétique aurait été sous estimée dans les études antérieures (Orlando
et al., 2006).

Cependant, les reconstitutions phylogénétiques sont assez homogenes et placent les
Néandertaliens dans un cluster séparé de celui des Hommes anatomiquement modernes. De
plus, la comparaison de ces séquences avec des données obtenues sur des Homo sapiens
sapiens du Paléolithique Supérieur (Caramelli et al., 2003 ; Serre et al., 2004) ou sur des
séquences actuelles tendent a montrer que la participation des hommes de Néanderthal au

pool génétique des Européens actuels aurait ét¢ faible voire inexistante (Knight et al., 2003 ;
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Serre et al., 2004). 11 est important de nuancer ces résultats en considérant le nombre de sujets
étudiés, a la fois pour les Néandertaliens et pour les Homo sapiens sapiens contemporains.

La publication de deux articles portant sur le séquengage de 65000pb (Noonan et al., 2006) et
1 million de paires de bases(Green et al., 2006) de I’ADN nucléaire d’un sujet de la grotte
Vindija représente une avancée exceptionnelle dans la compréhension des relations entre ces
Hommes fossiles et nos ancétres. Outre les possibilités d’analyse des dégradations de ’ADN
(Stiller et al., 2006), la technique de pyroséquencage (Margulies et al., 2005) utilisée dans ces
deux études semble ouvrir la voie a de nouvelles études et a une meilleure compréhension des
relations entre ces deux lignées d’Hominidés. L analyse des résultats obtenus n’en est qu’aux
premiéres étapes d’interprétation, cependant, ces deux équipes proposent des dates de
divergences entre les Néandertaliens et les Hommes anatomiquement modernes, antérieures a
I’émergence de ces derniers. De plus, ces premiers résultats semblent indiquer une absence de
mélange génétique entre les Néandertaliens et les Hommes modernes en Europe, bien que

Noonan et collaborateurs soulignent I’importance de 1’étude d’autres sujets.

Soulignons cependant que lors des analyses, toute séquence présentant des similitudes avec
des séquences humaines est écartée en raison du risque possible de contamination. Ce choix,
bien que nécessaire afin d’éviter toute interprétation fallacieuse li¢e a la prise en compte de
résultats erronés, peut néanmoins biaiser les conclusions en excluant d’emblée des séquences

originales proches des séquences humaines (Nordborg, 1998 ; Trinkaus, 2001).

Les applications de ’ADN ancien ne se limitent pas a la lignée humaine. En effet, les
analyses génétiques d’espéce disparues permettent de replacer ces derniéres
phylogénétiquement, 1’étude des microorganismes et des pathogénes permet de compléter les
diagnostics proposés a partir des restes osseux mais ¢galement d’étudier I’évolution des
agents pathogeénes, enfin I’impact de la domestication sur le génome d’espéces animales ou

végétales peut étre évalué par I’analyse des génomes anciens.
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IL.2 Les sources potentielles d’ADN ancien

L’ensemble des substances d’origine organique peut €tre considéré comme une source
potentielle d’ADN ancien (O’Rourke et al., 2000). Les substrats les plus couramment utilisés
sont les os, les dents et les tissus mous. Il est également possible d’analyser des cheveux ou
des coprolithes mais leur emploi est moins fréquent. Toutefois en raison de la conservation
différentielle des tissus aprés le déces et des propriétés des différents tissus, certains substrats

permettent de meilleurs résultats que d’autres.

I1.2.1 Les os

Les os représentent le type de substrat le plus fréquemment employé dans les études de
paléogénétique principalement en raison de leur meilleure conservation ce qui rend plus
abondants que les autres substrats, mais également car il semble que ’ADN soit mieux
conserveé dans les tissus durs (os et dents) et que le risque de contamination soit plus faible

(Hagelberg et al., 1989 ; Cooper et al., 1992).

11.2.1.1 Structure et propriétés

L’os est un matériau composite formé par 1’assemblage d’une trame organique (90% de
collagene et 10% de glycoprotéines et protéoglycanes) sur laquelle se forme une phase
minérale. Cette phase minérale est composée par des cristaux d’hydroxyapatite de trés petite
taille ce qui favorise les réactions avec le milieu (e.g. dissolution) si un équilibre n’est pas
maintenu par des processus physiologiques. Toutefois, I’imbrication des deux phases confere
a I’os une résistance face aux dégradations pouvant survenir apreés la mort (Trueman et
Martill, 2002). Le collagéne étant une molécule non soluble, les fibrilles fournissent une
protection aux cristaux d’hydroxyapatite et ces derniers empéchent I’accés des collagénases
secrétées par les microorganismes (Lees, 1989). L’os compact est organis¢ de facon
hiérarchique en plusieurs niveaux (cf Figure 10). A 1’échelle macroscopique, 1’os cortical est
formé par les ostéons qui représentent I’unité ¢lémentaire. Chaque ostéon est composée de
cercles concentriques constitués par les canaux de Havers. Les différents ostéons sont reliés

entre eux par des lamelles interstitielles formées par les restes d’ostéons antérieurs donnant
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ainsi une structure compacte. Le niveau inférieur est représenté par les fibres de collagene
composées de fibrilles. Enfin au niveau moléculaire on distingue le collagene et les cristaux

d’hydroxyapatite.

Molécule de

collagtne Fibres de

collagéne

Fibrilles de
collagéne

e

d’hydroxyapatite

1 nm 100 nm 1um
Echelle

Figure 10 : Structure hiérarchique de I’os compact humain (modifié d’aprés Lakes, 1994).

11.2.1.2 Diagenese des tissus osseux et préservation de I’ ADN

La diagenése des os est un phénoméne complexe qui peut varier au sein d’un méme site (Jans
et al., 2002). La dégradation des ossements est liée (i) a des facteurs intrinséques comme 1’age
biologique du sujet étudié¢ (Gordon et Buikstra, 1981) et I’espéce (Nicholson, 1998) (ii) mais
aussi aux facteurs environnementaux comme le pH et le potentiel d’oxydo-réduction du sol
(Gordon et Buikstra, 1981 ; Stephan, 1997), la température, la présence d’eau, les
dégradations dues aux microorganismes (Hedges, 2002) (iii) et enfin aux pratiques funéraires
telles I’exposition du corps, le décharnement ou la profondeur d’ensevelissement (Hedges,
2002).

L’ensemble des phénoménes de dégradation de ’os va intervenir dans les chances de
retrouver de I’ADN mais d’autres facteurs peuvent influer sur la qualité des acides nucléiques.
L’adsorption de I’ADN sur les cristaux d’hydroxyapatite combinée a la conformation

tridimensionnelle de la molécule dans I’os permettrait de ralentir les lésions subies par les
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acides nucléiques (Collins et al., 2000). Cette adsorption est certainement liée a une
interaction entre les groupements phosphates chargés négativement et les ions calcium
chargés positivement (Okazaki et al., 2001) (Figure 11). Les interactions entre la surface des
cristaux d’hydroxyapatite, leur conformation et les conditions favorisant la fixation de la

molécule d’ADN restent toutefois a établir.

Figure 11: Modele schématique de fixation de I’ADN a la surface d’un cristal

d’hydroxyapatite (HAp). (Modifié d’aprés Okazaki et al., 2001).

L’équipe de Gotherstrom et al. (2002) a mis en évidence que la présence d’ADN dans les os
est inversement corrélée au degré de cristallisation de 1’hydroxyapatite. De plus, la liaison
entre les biomolécules (comme le collagéne) et I’hydroxyapatite empéche les phénomeénes de
dissolution et recristallisation (Long et al, 1998). Les conditions qui entrainent une
dégradation de ces molécules (attaques par des microorganismes, température élevée, pH
acide) vont donc favoriser la recristallisation de I1’hydroxyapatite ce qui aura pour
conséquence d’augmenter le risque dégradation de I’ADN (Go6therstorm et al., 2002).

Il semble que la présence dans le tissu osseux d’agrégats de cristaux d’hydroxyapatite offre
une meilleure protection de I’ADN vis a vis des facteurs environnementaux que 1’adsorption
sur des cristaux isolés (Salamon et al., 2005). L’analyse de I’ADN fixé sur ces agrégats apres
un traitement a I’hypochlorite de sodium permet, selon les auteurs, d’obtenir de I’ADN de
meilleure qualité et de s’affranchir de la présence des contaminants ainsi que de 1’action des
inhibiteurs.

Les prélevements sur les échantillons osseux sont préférentiellement réalisés a partir de 1’os
compact qui présente une densité minérale plus importante que I’os spongieux. Cette densité
minérale est certainement en relation avec les propriétés de conservation de I’ADN. Nous
avons d’ailleurs constaté que, pour les échantillons provenant de nouveaux-nés ou de jeunes
enfants, pour lesquels le tissu osseux n’est pas encore organisé¢ de facon lamellaire (tissu

osseux dit tissé), la probabilité de retrouver de I’ADN était réduite (cf résultats).
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I1.2.2 Les dents

Les dents représentent un substrat intéressant du fait de leur grande longévité (Smith et al.,
1993) et de leur résistance face aux facteurs environnementaux tels que la pression, I’humidité
(Sweet et al., 1995) ou les températures trés élevées (Nossintchouk ef al., 2002). Néanmoins
ce substrat est moins souvent utilisé que les os car une seule dent ne permet pas de générer
autant de matériel et par conséquent la répétition des analyses, nécessaire a la validation des
résultats, est moins aisée (Lazuela-Fox et al., 2003). En revanche, si plusieurs dents d’un
méme sujet sont disponibles, la comparaison des résultats peut étre trés informative puisque

chaque dent peut étre considérée comme un échantillon indépendant (O’Rourke et al., 2000).

11.2.2.1 Structure

La dent est constituée par une chambre pulpaire dans laquelle se trouvent les vaisseaux
sanguins ainsi que les nerfs. Cette cavité est entourée de dentine (ivoire) recouverte par de
I’émail au niveau de la couronne et de cément dans la partie racinaire (cf figure 12).

L'émail est le tissu le plus minéralisé¢ de 1'organisme. Il est composé pour 96% de son poids
tissulaire d’une phase minérale, pour 2% d'eau et 2% de matrice organique et d’"impuretés"
(CO3, Na, Mg, Cl, K, F). La phase minérale est constituée de phosphates de calcium, en
majorité organisés en cristaux d’apatite tout comme dans le tissu osseux (Triller, 1996).
L’émail dentaire confére aux dents une protection vis & vis des contaminants extérieurs en
raison de I’imperméabilité de ce tissu (Hillson, 2005).

La pulpe dentaire est un tissu conjonctif spécialisé, fibreux, riche en vaisseaux sanguins et
lymphatiques et en fibres nerveuses. En périphérie se trouve une couche d’odontoblastes,
cellules différenciées qui assurent la sécrétion des composants nécessaires a la minéralisation
de la dentine. La pulpe dentaire, riche en cellules nucléées, représente potentiellement la

principale source d’ADN nucléaire de I’organe dentaire.
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Figure 12: Schéma de coupe longitudinale d’une dent. (D'aprés Gray, 1918).

La dentine représente en volume le tissu dentaire le plus important. Ce tissu est fortement
minéralisé¢ mais sa composition différe de celle de I’émail, puisqu’elle est constituée d’une
fraction minérale représentant 70% en poids, d’une fraction organique (20%) et enfin d’eau
(10%). La dentine est traversée sur toute son €paisseur par des tubuli, petits canaux qui
renferment les prolongements cellulaires des odontoblastes. L’ADN mitochondrial serait
localisé au niveau de ces prolongements (Chomette et al., 1992). En outre ce tissu riche en
hydroxyapatite doit permettre, tout comme dans le tissu osseux, une adsorption et une

protection de I’ADN au cours du temps.

11.2.2.2 Utilisation des dents en paléogénétique

Les dents représentent un substrat de choix pour les études de paléogénétique du fait de la
bonne conservation de I’ADN endogéne (Ricaut et al., 2004 ; Amory et al., 2006 ; Lazuela-
Fox et al., 2006) et de sa protection vis a vis des contaminants extérieurs. Cependant, les
racines peuvent constituer une voie de contamination possible en raison de leur porosité et de
la présence du canal racinaire. En outre les 1ésions antemortem (caries, fractures, usure
extréme de la couronne) ou postmortem (cassures, ouvertures des canaux racinaires)
représentent également des sources possible de contaminations (Grimoud et al., 2004). 11 est

important que les échantillons dentaires soient protégés immédiatement apres leur extraction
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et surtout qu’aucun lavage ne soit effectu¢ hors d’un laboratoire permettant d’assurer les
conditions de stérilité requises (Sampietro et al., 2006).

Les méthodes de prélévement les plus couramment utilisées sont : (i) le broyage intégral de la
dent qui présente 1’avantage de générer une quantité¢ relativement importante de matériel
destiné¢ a I’extraction, (ii) la section, horizontale ou longitudinale, puis la récupération du
matériel présent dans la cavité pulpaire et (iii) la section de la dent en dessous du collet puis le
prélévement des racines inclues dans les maxillaires ou la mandibule puis le broyage de cette
partie. La deuxieme méthode permet d’obtenir de I’ADN de meilleure qualité que la premicre
mais en moins grande quantité (Smith ef al., 1993). En outre, la technique de broyage de la
dent implique bien entendu la destruction compléte de I’échantillon ce qui représente une
perte d’information anthropologique. La trépanation de la couronne permet quant a elle de

reconstituer la dent en limitant I’altération physique (Shiroma et al., 2004).

I1.2.3 Les cheveux

Ces dernic¢res années, quelques études ont été menées sur des cheveux humains anciens
(Baker, 2001 ; Gilbert et al., 2004) ainsi que sur des poils d’animaux (Bonnichsen et al.,
2001 ; Gilbert et al., 2004). Toutefois ce type d’échantillon est bien moins utilisé que les
tissus durs pour deux raisons: (i) la quantit¢t d’ADN présente dans les cheveux est
relativement faible comparée aux échantillons osseux ou dentaire (Higuchi ef al., 1988 ; Allen
et al., 1998) ; (i) de plus, les éléments pileux ne peuvent se conserver sur une longue durée
que dans des conditions particuliéres (e.g. permafrost, momification) ce qui limite
drastiquement le nombre de sujets étudiables. Pourtant 1’étude de ce substrat peut se révéler
intéressante du fait du caractére peu invasif des techniques d’échantillonnage mises en oeuvre
(Gilbert et al., 2006) et de certaines propriétés physico-chimiques intrinséques en relation

avec la structure et la physiologie des cheveux.
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11.2.3.1 Structure du cheveu

Le cheveu peut étre séparé en deux zones: le follicule et la tige. Le follicule est
généralement la source d’ADN nucléaire utilisée, par exemple, pour I’identification des
individus en médecine légale. Le bulbe contient en effet de nombreuses cellules nucléées qui
forment les différentes gaines entourant la racine du cheveu, les mélanocytes présents a la

base du cheveu ainsi que des cellules non différenciées (cf figure 13).
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Figure 13 : Structure du bulbe capillaire (modifi¢ a partir de Whiting et Howsden, 1996).

La partie supérieure du follicule représente une zone de transition entre la zone contenant les
cellules en division responsables de la croissance du cheveu et la tige dont les cellules
kératinisées sont majoritairement sénescentes.

La tige comprend trois couches cellulaires distinctes : la medulla, le cortex et la cuticule
(Ebling, 1980, Harding et Rogers, 1999) (Figure 14). Les cellules du cortex commencent a
synthétiser de la kératine rapidement apres leur différenciation au sein du follicule (Linch et
al., 1993). Cette protéine formant 90% du cheveu dans des conditions d’humidité normale
(Robbins, 1985) représente, sous forme de fibrilles, 1’¢lément structural majoritaire du
cheveu. La kératinisation va entrainer une cytolyse et une perte d’ADN nucléaire due a
I’action de DNAses au niveau des cellules corticales (Ackerman et al., 1993 ; Linch et al
1993) ; les organites intracellulaires et en particulier les mitochondries peuvent cependant

résister a cette dégradation (Hacker et al., 2000).
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Figure 14 : Schéma d’une tige de cheveu (modifi¢ a partir de Whiting et Howsden, 1996).

Les noyaux de ces cellules seront en partie piégés dans les filaments de kératine (Harding et
Rogers, 1999) ce qui explique la nécessité d’une phase de dégradation protéique prolongée

lors de I’extraction d’ADN (Marshall, 1985).

11.2.3.2 Propriétés structurales et ’analyse moléculaire des cheveux

Les caractéristiques structurales et histologiques du cheveu sont responsables de certaines
particularités qui se retrouvent dans 1’étude moléculaire de ce substrat.
La structure du cheveu ainsi que la nature hydrophobe des protéines des cellules de la cuticule
(Gilbert et al. ; 2006b) et la présence de kératine (Fraser et al., 1972 ; Valkovic, 1988) semble
protéger I’ADN endogene vis a vis des contaminants extérieurs.
En outre, il semble qu’il existe une corrélation entre I’intégrité structurale et la qualité des
résultats qu’il est possible d’obtenir (Gilbert ef al., 2006a). Cette étude a mis en évidence que
les dégradations subies par I’ADN étaient d’autant plus importantes que la structure
histologique des cheveux était endommagée. Une analyse microscopique est par conséquent

recommandée avant d’entamer toute analyse afin de s’assurer de la qualité du matériel étudié.
y
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Plusieurs études ont montré que lors de I’analyse de séquences correspondant a de I’ADN
extrait a partir de cheveux, la présence simultanée de plusieurs populations de molécules
d’ADN mitochondrial présentant des compositions nucléotidiques légérement différentes était
observée plus fréquemment que dans les autres types de substrats (Grzybowski et al., 2000,
2003 ; Budowle et al., 2002 ; Brandstitter et al., 2003 ; Tuly et al., 2004). L’ importance de ce
phénomene, appelé hétéroplasmie, est en relation avec ’origine histologique des cellules
corticales de la tige. Deux populations cellulaires peuvent étre a 1’origine de ces cellules : les
cellules germinales non différenciées et les mélanocytes (Linch et al, 2003). De plus, il
semble que la fréquence des hétéroplasmies soit variable en fonction de la zone de la tige
considérée. Les hétéroplasmies seraient plus nombreuses a mesure que ’on s’approche de
I’extrémité distale du cheveu. Ce phénomene serait lié a la production constante de
mitochondries par les mélanocytes qui pourrait induire une dérive dans les proportions

respectives de chaque population de mitochondries (Linch et al., 2003).

I1.2.4 Les autres substrats

D’autres types de substrats peuvent étre analysés comme alternative ou complément a ceux
précédemment décrits. Les tissus mous tels que le muscle (Higuchi et al., 1984), la peau
(Thomas et al., 1990 ; Pdibo, 1985a) ou différents organes (Pddbo, 1985b) ont été utilisés dés
les premiéres études de paléogénétique. Il semble que les échantillons de tissus mous les plus
appropriés soient les tissus ayant subi une dessiccation rapide qui est supposée diminuer les
altérations hydrolytiques (Pddbo, 1989) mais ne réduit pas les effets des autres types de
dommages. Par conséquent il serait nécessaire de prélever les tissus superficiels ou
périphériques. Or les risques liés aux contaminants pouvant étre présents a la surface des
¢chantillons impliquent que les prélévements soient réalisés en profondeur. Les quantités
d’ADN extrait a partir de tissus mous sont cependant plus faibles que celles obtenues a partir
d’os. De plus, la co-extraction d’inhibiteurs étant plus importante, ce type d’échantillons est
dorénavant moins utilisé au profit des substrats osseux ou dentaires.

Les coprolithes représentent un autre type de substrat pouvant étre analysé dans le but
d’étudier I’ADN du sujet mais également pour identifier le régime alimentaire de 1’espece
(Hoss et al., 1992 ; Sobolik et al., 1996 ; Poinar et al., 1998, 2001 ; Hofreiter et al., 2000 ;
Loreille et al., 2001 ; Rollo et al., 2002).
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L’ADN présent sur I’ensemble des produits de 1’industrie humaine peut étre analys¢ afin de
mieux appréhender les pratiques culturelles des utilisateurs en identifiant les especes animales
domestiquées ainsi que les plantes cultivées ou utilisées dans la pharmacopée. Ainsi, les
résidus organiques retrouvés sur des objets usuels tels les outils lithiques (Hardy et al., 1997),
la vaisselle (Burger et al.. 2000), les papyrus (Marota et al., 1997) ou les parchemins (Bar-Gar
et al., 1995) ont été utilisés dans quelques études. Cependant ces analyses restent plutot
anecdotiques en comparaison avec les études menées sur les substrats "traditionnels" et les
résultats de certaines de ces études ont été remis en cause. Une étude portant sur la vitesse de
dégradation de I’ADN dans les papyri égyptiens a mis en évidence que les échantillons agés
de plus de 700 a 800 ans ne pouvaient contenir de I’ADN endogéne (Marota et al., 2002). A la
suite de cette publication une controverse sur les résultats des différentes études portant sur
les échantillons égyptiens est apparue conduisant a différentes publications contradictoires

(Zink et Nerlich, 2003 ; Gilbert et al. 2005).

Quelle que soit la problématique envisagée ou le substrat utilisé les études de
paléogénétiques vont invariablement étre confrontées a des difficultés liées a la conservation
des acides nucléiques au cours du temps. Ces difficultés sont en relation avec les dégradations
subies au cours du temps ou a des substances chimiques qui peuvent inhiber les réactions

d’amplification compliquant considérablement 1’acces a I’information génétique.
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I1.3 Les spécificités des études sur ’ADN ancien

I1.3.1 Les dégradations de la molécule d’ADN

L’instabilité post-mortem des acides nucléiques représente une des difficultés principales
rencontrée lors de 1’analyse de I’ADN ancien. Dans les cellules vivantes, ’intégrité de I’ADN
est continuellement maintenue par des processus de réparation enzymatiques (Lindahl et al.,
1993). Apres la mort de I’individu, les phénomeénes spontanés d’hydrolyses et d’oxydation ne
sont plus contrebalancés. De plus, les enzymes cataboliques (nucléases et protéases
lysosomiques) sont libérées dans la cellule entrainant une dégradation rapide des acides
nucléiques par I’attaque de différents sites (cf figure 15). La molécule d’ADN est, en outre,
soumise a un ensemble de dégradations causées par 1’action des insectes, des champignons et
des bactéries qui se succedent aprés la mort. Dans certains cas, comme une dessiccation
rapide des tissus (Pédbo, 1989), 1’adsorption sur la matrice des cristaux d’hydroxyapatite
formant la structure des os (Tuross, 1994), ou la conservation dans des environnements
particuliers, les acides nucléiques peuvent échapper a ces dégradations. Cependant les
processus de réparation intra-cellulaires ne sont plus actifs, par conséquent la perte d’intégrité
des acides nucléiques au cours du temps est iné¢luctable méme si elle peut étre ralentie (Pdébo

et al., 2004).

11.3.1.1 Nature des dégradations

I1.3.1.1.1 Fragmentation du brin d’ADN

La dégradation la plus flagrante subie par I’ADN est sa réduction en fragments variants de
100 a 500 pb (Pddbo, 1989 ; Handt et al., 1994 ; Hoss et al., 1996). Cette fragmentation est
due a la fois aux réactions enzymatiques qui surviennent peu apres la mort ainsi qu’a
I’hydrolyse qui entraine la rupture des liaisons phosphodiester générant des coupures sur un
des brins (cf Fig.16a). Les liaisons N-glycosidiques entre les bases azotées et le squelette
désoxyribophosphate sont également soumises a des 1ésions hydrolytiques (cf Fig. 16b). Ces

lIésions non enzymatiques auront pour effet des pertes de bases azotées qui favorisent les
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ruptures de brin. Lors des processus de décomposition, I’action des microorganismes aggrave

encore la fragmentation de la molécule d’ADN.
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Figure 15 : Sites de lésions sur la molécule d’ADN par les différent type de dégradation
(modifié a partir de Hoftreiter ef al., 2001).

D’autre part, les peroxydes (composés a groupement sulfuhydril (cystéine)) et certains ions
métalliques (Fe*" et Cu®") provoquent des ruptures des liaisons phospodiester. Les radiations
ionisantes produisent aussi des cassures soit par 'action d'électrons secondaires produits par
l'impact de particules b- ou de photons X, soit par l'ionisation de I'eau et la production de
radicaux libres qui sont capables d'attaquer les liaisons phosphodiesters (Spotheim-Maurizot

et al., 2003).
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Figure 16a : Rupture de brin par hydrolyse de liaison phosphodiester (modifi¢ a partir de
Willerslev et Cooper, 2005)

Les ruptures de brins sont un des facteurs principaux qui limitent 1’amplification et par
conséquent la longueur des séquences étudiables. Cependant d’autres lésions interviennent

¢galement en bloquant 1’¢longation de la Taq polymérase.
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Figure 16b : Rupture de brin li¢e a la perte de base azotée (modifié a partir de Willerslev et

Cooper, 2005)
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I1.3.1.1.2 Hydrolyse

Les Iésions hydrolytiques entrainent la perte des groupements amines des bases azotées
(Hofreiter et al., 2001). Ainsi l'adénine est transformée en hypoxanthine, la cytosine en
uracile (la plus fréquente) et la guanine en xanthine (Lindhal, 1993). Les bases modifiées
n’ont pas les mémes spécificités d'’hybridation que les bases dont elles dérivent (Eglinton et

Logan, 1991). La xanthine garde cependant la méme spécificité de liaison a la cytosine mais
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avec deux liaisons hydrogéne seulement. Ces changements ont pour conséquence
I’incorporation de bases incorrectes (A/G et C/T) lors de ’amplification par PCR ce qui peut
conduire a des erreurs lors de 1’analyse et de I’interprétation des résultats.

Ce type d’erreurs explique la nécessité de répéter plusieurs fois les analyses a partir d’extraits

d’ADN différents afin de détecter d’éventuelles erreurs survenues durant la PCR.

I1.3.1.1.3 Oxydation

Les lésions oxydatives entrainent des modifications des bases azotées. Les principales
mutations sont responsable de 1’apparition d’hydroxyguanines (Lindahl er al, 1993) et
d’hydantoines (Hoss et al., 1996). En outre, ces I€sions vont agir sur les liaisons chimiques
des résidus ribosiques ce qui aura pour conséquence une fragmentation du brin d’ADN. Les
oxydations affectant la molécule d’ADN ont pour effet un blocage de la polymérase et donc
I’impossibilité d’amplifier un fragment contenant des bases modifiées, notamment les
hydantoines (Hoss et al., 1996).

Dans certains cas, les Iésions oxydatives favorisent la formation de séquences chimériques
lors de I’amplification par le phénomeéne de "jumping PCR" (Padbo et al, 1989). Ces
séquences mosaiques correspondent a la recombinaison de molécules dégradées, de
contaminants et de fragments de la séquence cible générant un grand nombre de séquences
différentes (Gilbert ef al., 2003).

I1 est important de noter que I’ADN mitochondrial semble étre plus sensible aux phénomenes
d’oxydation attendu que les mitochondries sont le si¢ge du métabolisme cellulaire. A I’inverse
I’ADN nucléaire serait mieux protégé du stress oxydatif puisque le noyau cellulaire est un
milieu anoxique. Le taux de mutation plus ¢élevé de I’ADN mitochondrial pourrait étre en

relation avec cette différence de niveau d’oxydation (Wallace, 1989).

I1.3.1.1.4 Liaisons croisées

La formation de liaisons croisées représente un autre type de dégradation pouvant induire un
blocage de la Taq polymérase et donc une absence d’amplification. Ces modifications peuvent
étre de deux types : liée au phénoméne d’alkylation ou a la formation de complexes de

Maillard (Figure 17).
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L’alkylation se caractérise par le transfert de groupements méthyles ou éthyles sur des bases
ou des phosphates de I’ADN. Ainsi la guanine peut étre transformée en O6-méthylguanine, ce
qui entraine la rupture de liaisons hydrogéne entre la guanine et la cytosine. Par ailleurs la O6-
méthylguanine peut s'apparier par erreur avec la thymine, ce qui pourrait conduire a une
transition G-C—T-A. Les éléments alkylants sont présents de maniére endogéne, mais aussi
dans le milieu : le chlorométhane produit par les plantes et les champignons est le plus
abondant (Drablos et al., 2004).

Les complexes de Maillard correspondent a des liaisons qui se forment entre les sucres et les
groupements amines des acides nucléiques et des protéines. La formation de produits de
Maillard a pour conséquence une séquestration des molécules d’ADN et donc une absence
d’amplification. La présence de produits de Maillard dans les extraits d’ADN ancien a été
mise en évidence par Poinar ef al.. en 1998. Les résultats de cette étude ont montré que
I’utilisation de Bromure de N-Phényl Thiazolium (PTB) pouvait, dans certains cas, permettre
I’amplification de séquences anciennes a partir d’échantillons problématiques comme des
coprolithes datés de 20000 ans (Poinar er al, 1998) ou encore des ossements de

Néandertaliens (Krings ef al., 2000).
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Figure 17 : Différents types de réactions chimiques conduisant a la formation de liaisons

croisées.

Une étude récente (Hansen et al., 2006) a montré que la formation de liaisons croisées, et non
la fragmentation, était le principal facteur limitant de 1’analyse des échantillons anciens
conservés dans le permafrost. En effet, la fréquence de formation des liaisons entre les
molécules d’ADN serait beaucoup plus importante que celle des ruptures de brin dans ce

milieu.
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11.3.1.2 Sources de dégradations et facteurs environnementaux

Les dégradations subies par I’ADN sont, dans un premier temps, liées aux enzymes
endogénes ou a des phénoménes se produisant rapidement aprés la mort, lors de Ia
décomposition. Cependant sur de longues périodes de temps les facteurs environnementaux
deviennent les acteurs principaux de la conservation/dégradation des molécules d’ADN.
exception faite du permafrost, il apparait que I’ADN ne peut se conserver sur une période de
temps supérieure a 100 000 ans (Wayne et al., 1999). Toutefois, suivant les conditions
taphonomiques la durée de préservation des biomolécules dans les tissus peut varier de

quelques dizaines a des milliers d’années.

I1.3.1.2.1 La température

De nombreuses ¢tudes ont démontré le caractére prépondérant de la température dans la
conservation de I’ADN au cours du temps (Lindahl 1993, Hofreiter et al., 2001 ; Smith et al.
2001, 2003 ; Willerslev et al., 2004b) et, par conséquent, ’avantage de travailler sur des
¢chantillons provenant de zones froides voire sur des sujets retrouvés dans le permafrost ou
inhumés dans des tombes gelées (Keyser et al., 2003 ; Ricaut et al., 2005a, 2005b). Les
dégradations subies par I’ADN des sujets conservés dans le permafrost seraient uniquement
liées a des dégradations entropiques et non pas aux processus d’altération décrits plus haut
(Mitchell et al., 2005). Les restes les plus anciens étudiés avec succes ont €été obtenus a partir
de sujets retrouvés dans le permafrost (Hoss ef al., 1994 ; Gilbert et al., 2004 ; Shapiro et al.,
2004). De plus, de I’ADN extrait a partir d’ossement datant de 1’Holocéne et du Pléistocene
ont permis 1’amplification de fragments compris entre 900 et 1000pb révélant 1’excellente
qualité de I’ADN endogene de ces sujets (Barnes et al., 2001 ; Lambert et al., 2002).

I1 est important de noter qu’une absence ou une faible amplitude thermique annuelle du lieu
de conservation est également cruciale. Smith ef al., (2003) ont proposé¢ un modele
d’estimation de la durée de conservation possible de I’ADN en fonction de la taille des
fragments, de la température moyenne au cours du temps, du taux de dépurination et du pH.
Cependant il apparait nécessaire d’évaluer le type de dégradations pouvant survenir dans les
différents milieux plutét que de proposer un modele général puisque les dégradations sont

fortement corrélées aux différents facteurs environnementaux.
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11.3.1.2.2 Le pH

Les milieux dont le pH est neutre ou légérement alcalin présentent les conditions les plus
favorables a la conservation des acides nucléiques (Lindahl 1993). Le permafrost présent en
Sibérie posséde un pH neutre ce qui pourrait influer positivement sur la conservation de
I’ADN des restes retrouvés dans cette région (Willerslev et al. 2004). A 1’inverse les milieux
acides auraient pour effet une altération du squelette d’hydroxyapatite et par conséquent une
dégradation accélérée des restes osseux et dentaires. L’utilisation de natron sur les momies
égyptiennes lors de I’embaumement permet une dessiccation rapide ainsi qu’une
augmentation du pH qui pourrait entrainer une meilleure préservation de I’ADN (Gilbert et

al., 2005).

11.3.1.2.3 L’humidité

La présence d’eau ou un degré d’humidité important sont des facteurs qui favorisent les
réactions d’hydrolyse ainsi que I’activité des microorganismes (Lindhal, 1993). Les milieux
secs et tempérés qui permettent une dessiccation des tissus sont donc plus favorables a la
conservation de I’ADN en raison de la diminution des 1ésions hydrolytiques (P4ébo, 1984). Le
permafrost sibérien correspond bien a ces critéres puisque c’est un milieu relativement sec. En
effet, seul 3-8% de 1’eau est présente sous forme liquide suivant le type de sédiment et la

température (Willerslev et al., 2004).

11.3.1.2.4 La quantité d’oxygeéne

Les processus d’oxydation ainsi que la prolifération de microorganismes aérobies sont
directement liés a la teneur en oxygene de I’environnement dans lequel les restes sont
conservés. Une meilleure préservation des acides nucléiques sera donc observée dans les
milieux anoxiques tels certaines tourbiéres (Hauswirth ef al.. 1994), des carriéres a craie
(Colson et al., 1997) ou encore les gisements de goudron naturel (Janczewski et al.. 1992).
Dans le cas de notre étude, le permafrost sibérien présente la particularité d’étre un milieu
relativement anaérobie. En effet, la teneur en méthane ainsi que le potentiel redox mesuré
dans le permafrost du nord-est de la Sibérie semblent indiquer une faible concentration en

oxygene (Vishnivetskaya et al., 2001 in Willerslev et al., 2004).
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I1.3.1.2.5 Le rayonnement ultraviolet

L’exposition de ’ADN aux radiations UV va générer des dimeéres de cyclobutane-
pyrimidines, la formation de liaisons croisées ADN-ADN ou ADN-protéines ou encore des
ruptures de brin (Hall et Ballantyne, 2004). L’exposition de restes osseux au soleil durant une
période prolongée aura pour conséquence des modifications chimiques des bases azotées ainsi
que des ruptures de brin de la molécule d’ADN (Hussein, 2005). Les ossements ayant été
exposés au soleil sont aisément reconnaissables. En effet, au niveau macroscopique il est
possible d’observer des modifications dans la structure de I’os : blanchissement de la surface
exposée, friabilité, fentes, etc. Il est cependant parfois possible d’obtenir des résultats a partir
d’un os retrouvé en surface en extrayant ’ADN a partir de matériel osseux prélevé sur la
surface non exposée. Un enfouissement trop superficiel peut donc étre responsable d’une

mauvaise préservation de I’ADN (Zink et Nerlich, 2003).

Les différents facteurs environnementaux sont les principaux acteurs qui vont déterminer la
bonne conservation de ’ADN (Gilbert et al., 2003). Cependant d’autres éléments entrent en
jeu comme (i) le type de substrat : les substrats dits durs comme les os et les dents semblent
plus favorables a une conservation de I’ADN sur de longues périodes ; (ii) les conditions de
stockage des échantillons ; (iii) le temps écoulé entre le déces et I’inhumation dans un milieu
qui permettra la stabilisation des conditions de dégradations (iv) ou les pratiques funéraires

qui peuvent influer directement comme les processus de momifications artificielles.

11.3.1.3 Conditions environnementales et taphonomiques dans notre étude

Comme nous 1’avons vu précédemment, le permafrost du nord-est sibérien semble étre un
milieu particuliérement favorable a la conservation de ’ADN car il regroupe nombre des
conditions requises. Cet environnement présente tout d’abord une température basse et surtout
relativement stable au cours de 1’année. Le pH, ’humidité et la concentration en oxygeéne sont
¢galement a des niveaux qui limitent les dégradations pouvant survenir sur la molécule
d’ADN.

Certaines pratiques funéraires des Yakoutes pourraient également favoriser la conservation de
I’ADN. En effet, lors des inhumations I’intérieur et 1’extérieur des coffres ou des cercueils
étaient généralement recouverts d’une couverture en écorce de bouleau. Ce matériau est celui

qui était traditionnellement utilis€¢ pour couvrir les uraha (grandes tentes coniques servant a
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I’habitat d’été). D’apres les observations réalisées sur le terrain, cette couverture permet une
bonne isolation par rapport aux eaux de ruissellement qui pourraient s’infiltrer durant les

précipitations survenant durant les mois d’été (cf Figure 18).
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Figure 18 : Différentes couvertures en écorce de bouleau sur la partie supérieure externe du coffre, partie intérieure recouvrant le corps et sur le

fond du coffre. Tombe de Munur Urekh.
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11.3.1.4 Influence des dégradations post—-mortem sur [’analyse et l'interprétation des
résultats

Des conditions taphonomiques va dépendre la qualit¢ de I’ADN qu’il sera possible d’extraire
des échantillons anciens. Comme nous ’avons vu précédemment, les 1ésions subies par
I’ADN au cours du temps vont conduire a des fragmentations du brin d’ADN, a la formation
de sites abasiques, de liaisons croisées ou encore a la modification des thymines et cytosines
en hydantoines. Ces différents types de dégradations ont pour effet de bloquer 1’activité de la
polymérase et d’empécher I’amplification. Cependant, une partie des modifications
postmortem n’influe pas sur I’amplification mais conduit a des erreurs (Pdibo, 1989). Ces
lésions modifient la séquence répliquée (Fattorini ef al., 1999) et peuvent étre a 1’origine
d’interprétations erronées lors de I’analyse des résultats (Gilbert et al., 2003b). Ces erreurs
vont se produire en plus des erreurs de réplication dues a la Taq polymérase indépendamment

de la qualité de la molécule d’ADN de départ.

Les dégradations au cours du temps ne semblent pas se produire de maniére aléatoire tant au
niveau du type de lésions que de leur localisation. Les changements les plus fréquemment
rencontrés sont générés par les déaminations de la cytosine en uracile (analogue de la
thymine) et de 1’adénine en hypoxanthine (analogue de la guanine) (Hansen et al., 2001 ;
Hoftreiter et al., 2001). Suivant la nomenclature proposée par Hansen (2001) en tenant compte
du brin complémentaire, les changement de type A—G/T—C sont désignés comme "type 1"
et les changements C—T/G—A sont de "type 2". Les dégradations de type 1 sont observées
plus fréquemment dans les échantillons anciens (Gilbert et al., 2003b). Ces erreurs pourront
étre transmises lors de 1’amplification a I’ensemble des amplicons en particulier si le nombre
de molécules de départ est faible.

Concernant ’ADN mitochondrial, il semble que des lésions se produisent de maniére
préférentielle dans la région HV1 par rapport aux régions codantes (Gilbert et al., 2003a). De
plus les mutations surviennent avec des fréquences plus élevées pour certaines positions
qualifiées de « hot spots » (Gilbert et al., 2003a). Cette vulnérabilité plus importante serait
directement liée a la structure secondaire de la région HV1 qui la rendrait plus sensible aux
dégradations. Cette région étant largement étudiée dans les études paléoanthropologiques en
raison de son héritabilité strictement maternelle, de 1’absence de recombinaison et de la
facilit¢ de comparaison des données anciennes avec les bases de données actuelles, rendent

encore plus critiques les erreurs d’interprétation.
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Pour Svante Padbo (1989b, 1990), une autre source d’erreur d’interprétation serait représentée
par les amplicons générés lors d’événement de jumping PCR. 1l semblerait qu’une corrélation
positive puisse exister entre 1’état de dégradation des molécules d’ADN et ce phénoméne. 11
apparaitrait possible de déterminer dans quel cas un événement de jumping PCR soit survenu

en comparant les mutations présentes sur les séquences de plusieurs clones (Pdébo, 1990).

11.3.1.5 Les méthodes de "réparation” de I’ ADN

Plusieurs méthodes ont été testées afin d’essayer de dépasser les problemes liés aux 1ésions
post-mortem. Ces méthodes visent soit a améliorer la qualité de ’ADN présent dans 1’extrait,
soit a contourner les problemes d’amplification liés a la nature dégradée de la matrice. Le
paragraphe suivant ne présente pas une liste exhaustive de ’ensemble des méthodes mais

propose un apercu des différentes techniques les plus couramment rencontrées.

L’action conjointe de la polymérase I d’E. coli et de la T4 ADN ligase peut permettre de
réparer les ruptures double-brin causées par les Iésions hydrolytiques, oxydatives ou
enzymatiques (Pdibo, 1989a; Pusch ef al..1998 ; di Bernardo et al., 2002 ; Pusch et al., 2002).
La polymérase I d’E. coli va déplacer les sites abasiques alors que la T4 ADN ligase
permettra de combler les espaces entre les extrémités 3’OH et 5’P. Les sites comportant ces
extrémités étant peu fréquents, la quantité de sites réparés sera relativement faible (Hansen et
al., 2006). De plus, la faible fiabilité de la polymérase a pour conséquence de générer des

erreurs lors des amplifications (Pusch et al., 2002).

Une autre technique permettant de réparer les ruptures de brins a été proposée récemment
(Hansen et al., 2006). Cette méthode est basée sur un premier traitement enzymatique par la
polynucléotide kinase T4 et I’AP endonucléase I qui va permettre 1’ajout de groupements
phosphates et hydroxyles sur les extrémités 5° et 3’. Ce traitement est complété par

I’utilisation d’une polymérase du type ADN polymérase Il d’E. coli et de la T4 ADN ligase.
Le taux d'erreur d'incorporation de nucléotides par I'ADN polymérase est de l'ordre de 10 en

moyenne et est insensible aux légéres variations de stringence du milieu de réaction.

L’utilisation de polymérases possédant des taux d’erreur de réplication trés faible (e.g. Taq
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Platinum Hifidelity (Invitrogen) permet de s’affranchir des erreurs pouvant survenir lors de
I’amplification et qui ne seraient pas liées a la qualité de I’ADN présent dans I’extrait (Gilbert
et al., 2003). L’utilisation de ce type de polymérase permet donc de minimiser les erreurs
mais aussi d’augmenter ’efficacité d’amplification (Willerslev et al., 1999 ; Cooper et al.,

2001).

Afin de contourner les erreurs possibles liées a la déamination de la cytosine, il est possible
d’utiliser ’uracile-N-glycosilase d’E. coli (Hofreiter et al., 2001). Cette enzyme va supprimer
les uraciles de ’ADN ce qui entraine la formation de sites abasiques qui sont hydrolysés par
—€limination, ce qui a pour conséquence une rupture de brin. Ce traitement permet donc

d’¢éliminer efficacement les bases responsables des erreurs de type G—A.

L’utilisation de PTB (Bromure de Phénacyl Thiazolium) peut étre considéré comme une
méthode de réparation puisque ce réactif permet de cliver les liaisons croisées entre I’ADN et
les protéines (Vasan et al., 1996). Le mode d’action de ce réactif n’est pas clairement établi
cependant son efficacité a été confirmée par plusieurs publications (Poinar et al., 1998,
Hofreiter et al., 2000 ; Krings, et al., 2000) ainsi que par nos travaux (cf chapitre 1V.3.2.3
Influence du PTB).

L’amplification a 1’aide d’amorces dégénérées et de températures d’hybridation basses
(Degenerated Oligonucleotide-Primed ou DOP-PCR) vise a augmenter le nombre de copies
d’ADN initialement amplifiées (Telenius et al, 1992). Une fois cette premicére étape
effectuée, une amplification du fragment d’intérét est réalisée dans les conditions normales.
Cette méthode aurait tendance a favoriser 1’amplification de contaminants (Kaestle et

Horsburg, 2002).

Meéthode d’amplification du génome entier (whole genome amplification) :

La perspective d’augmenter la quantité globale d’ADN présente dans un extrait représenterait
une avancée incroyable dans les études en paléogénétique. En effet, il serait possible pour les
¢chantillons extrémement précieux de répéter un grand nombre de fois les analyses sans
porter préjudice au sujet par le prélévement de grandes quantités de matériel. Cette méthode
permettrait d’éviter les artefacts fréquemment rencontrés lors de ’analyse d’extraits contenant

un faible nombre de copies d’ADN.
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Les méthodes d’amplification totale du génome sont basées sur 1’utilisation de polymérases
possédant une activité de déplacement de brin en combinaison avec des hexameéres qui vont
s’hybrider aléatoirement dans tout le génome. Par exemple, la polymérase Phi29 utilisée dans
le kit Genomiphi (Amersham) posseéde une grande processivité ainsi qu’un taux d’erreur 100

fois inférieur a celui de la Taq polymérase (Esteban et al., 1993).
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11.3.2 Les inhibitions

Les lésions subies par ’ADN ancien au cours du temps ne sont pas les seules difficultés
rencontrées lors des études en anthropologie moléculaire. L’amplification des acides
nucléiques peut étre grandement compliquée par la présence d’inhibiteurs. Ces substances
regroupent des composés organiques ou inorganiques qui sont co-purifiés avec 1’ADN lors de
I’extraction et qui exercent une action néfaste sur D’efficacité de la Taq polymérase.
L’inhibition peut étre totale ou partielle et peut conduire a des résultats faussement négatifs si

aucun témoin n’est inclus dans la réaction d’amplification.

11.3.2.1 Les différents types d’inhibiteurs

Les inhibiteurs les plus fréquemment rencontrés sont des substances contenues dans le sol
comme les acides humiques et fulviques, les tannins ainsi que les ions métalliques (Hummel
et al., 1992 ; Tuross, 1994). Les acides humiques et fulviques entrainent la chélation des ions
Mg*" (Tsai et Olson 1991) ce qui diminue 1’efficacité de la PCR. La concentration de ce type
d’inhibiteur est principalement liée aux plantes présentes dans le milieu et aux facteurs
environnementaux comme la température et le pH (Hummel, 2003). Un inhibiteur, dont la
nature reste a déterminer, a été retrouvé dans la fraction microbienne du sol. Cette substance
différe des acides humiques et fulviques et pourrait constituer le principal inhibiteur présent
dans plusieurs types de sol (Watson et Blackwell, 2000). La présence de ce type d’inhibiteurs
est généralement marquée par une coloration brunatre de 1’extrait d’ADN (Cooper et al.,

1992).

Les substances produites par le corps constituent également une source importante
d’inhibiteurs. Les composés présents dans les fluides corporels tels que 'urée (Kang et al.,
1991), I’héparine (Beutler et al., 1990) ou les humeurs aqueuse ou vitrée (Limpens et Kijlstra,
1993, Wiedbrauk et al., 1995) peuvent étre responsables d’une inhibition. Les porphyrines,
comme I’héme de 1’hémoglobine (Akane et al., 1994) et d’autres ions métalliques, les
cytochromes, le collagene de type I (Scholz et al., 1998) ont également une action inhibitrice

sur la Taq polymérase. La mélanine, protéine responsable de la pigmentation des cheveux, est
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une des substances inhibitrices rencontrées dans les études sur I’ADN ancien ou
I’identification des individus en médecine légale (Uchihi ef al., 1992).

L’ADN endogéne fortement fragmenté (Pddbo er al., 2004, Pusch et al., 1998), ’ADN
bactérien (Pddbo, 1989) et les complexes sucres-protéines, ou complexes de Maillard,

constituent également des inhibiteurs de la réaction de PCR.

11.3.2.2 Mode d’action des inhibiteurs

Les inhibiteurs peuvent perturber la réaction d’amplification par leurs interactions avec les

molécules d’ADN ou par leur actions sur la Taq polymérase.

11.3.2.2.1 Action sur la molécule d’ADN

La séquestration de la molécule d’ADN au sein des complexes de Maillard peut entrainer une
impossibilité d’amplification. La présence de débris de bactéries, de protéines ou de
polysaccharides peut avoir des effets physiques qui empéchent la polymérase de s’hybrider a
sa cible (Wilson, 1997). La présence en concentration importante de courts fragments d’ADN
endogéne ou contaminant peut entrainer une inhibition de la réaction en limitant la possibilité

que deux amorces complémentaires s hybrident sur le méme fragment (Pusch et al., 1998).

11.3.2.2.2 Action sur la Taq polymérase

Les inhibiteurs peuvent influer négativement sur 1’amplification par PCR en agissant sur la
liaison de la Taq polymérase sur la matrice comme les composés phénoliques (Simon et al.,
1996), en ralentissant son activité ou encore en la dégradant. Les acides humiques notamment
vont interférer lors de la liaison de I’enzyme a sa cible (Tebbe et Vahjen, 1993) et engendrent
une inhibition a partir de concentration trés faible dans I’extrait (0,1 ug/ml ; Tsai et al. 1991).

La mélanine présente dans les cheveux conduit a la formation de complexes entre la Taq
polymérase et d’autres protéines ce qui a pour conséquence de diminuer la capacité
d’¢élongation de I’enzyme (Eckart et al., 2000). L’influence de cet inhibiteur est donc plus

marqué lors de I’amplification de longs fragments (Eckart et al., 2000 ; Amory ef al., 2006).
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11.3.2.3 Les méthodes de détection des inhibiteurs

Les échecs d’amplification peuvent étre li€s au fait que I’ADN endogéne est trop fortement
dégradé ou présent en trop faible quantité. Cependant la présence d’un inhibiteur peut
toujours €tre suspectée. Il est donc nécessaire de s’assurer de la présence ou de I’absence de
substances inhibitrices dans 1’extrait analysé. Pour ce faire plusieurs méthodes existent, les
plus couramment utilisées étant : la coloration de I’extrait, le dépot d’une fraction de 1’extrait
sur gel ou la quantification par PCR en temps réel.

Il est possible de détecter la présence d’inhibiteurs aprés 1’étape d’extraction phénolique grace
a la coloration du surnageant. Une couleur allant du jaune au brun foncé peut indiquer la
présence de substances inhibitrices telles que des acides humiques ou des produits de Maillard
(Cooper et al., 1992). Cette méthode, bien que subjective, c’est révélée fiable pour certains de
nos échantillons, notamment YAKa33.

Une fois ’extraction effectuée, le dépot de 1’extrait d’ADN sur un gel d’électrophorése ne
contenant pas de BET permet de détecter la présence d’inhibiteurs dans 1’extrait si une
coloration bleutée apparait (Pddbo, 1989 ; Cooper et al., 1992).

La quantification réalisée aprés chaque extraction a 1’aide du kit Quantifiler™ (Applied
Biosystems) (cf I11.3.1 Quantification de I’ADN par PCR en temps réel) permet de distinguer
la présence d’inhibiteurs de maniére fiable grace a la présence dans le mélange réactionnel
d’un témoin interne de PCR (IPC : Internal PCR Control). Cet IPC est une courte séquence
nucléotidique totalement synthétique ne correspondant & aucune séquence retrouvée dans la
nature. L’amplification de ce témoin posséde une cinétique connue, par conséquent, tout
retard d’amplification indique la présence d’un facteur interférant lors de la PCR. L’intérét de
cette méthode est qu’elle rend possible la visualisation des inhibitions avant de commencer
les analyses sur les différents marqueurs moléculaires, ce qui implique une économie de
matériel génétique précieux et de réactifs onéreux. En outre, il est possible d’estimer la teneur
approximative de l’extrait en inhibiteur en fonction du retard accusé par I'IPC lors de

I’amplification.
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11.3.2.4 Les méthodes de purification des inhibiteurs

La présence d’inhibiteurs dans les extraits d’ADN ancien est un facteur bien connu, par
conséquent les protocoles appliqués prennent en compte ce paramétre afin de limiter au
maximum la propagation des substances inhibitrices au cours des différentes étapes de

I’analyse.

11.3.2.4.1 L’extraction

L’extraction constitue la premicre étape permettant de purifier ’ADN des éventuels
inhibiteurs. En effet, c’est durant cette phase que I’ADN doit étre isolé¢ de tous les autres
composés pouvant étre présents dans 1’échantillon.

Certains réactifs chimiques (DMSO, bleu de dextran, NaOH, formamide collagénase) ont des
actions spécifiques sur des inhibiteurs donnés. Cependant il est difficile de déterminer la
substance présente dans I’échantillon et donc le réactif a employer. De plus, certains de ces
produits peuvent avoir un impact néfaste et devenir a leur tour des inhibiteurs si leur
concentration n’est pas dosée avec précision (spermidine, formamide, bleu de dextran)
(Wilson et al., 1997 ; Scholz et al., 1998 ; Kalmar et al., 2000). L utilisation de ces réactifs
est par conséquent a éviter si une autre solution est envisageable.

Selon Kathryn Watt (2005), la décontamination des échantillons par 1’utilisation
d’hypochlorite de sodium (NaOCI) permettrait une diminution sensible de la concentration en
inhibiteurs dans les extraits d’ADN. Les conclusions de cette étude, portant sur un nombre
relativement important de sujets (41 échantillons), ont ét¢ confirmés par Salamon et al..
(2005) qui ont également observé une réduction de I’incidence des inhibiteurs aprés un
traitement prolongé avec de 1’hypochlorite de sodium.

Comme mentionné précédemment, 1’ajout de PTB dans le tampon de lyse va permettre de
dissocier les complexes de Maillard qui se forment entre les sucres et les protéines (Poinar et
al., 1998). L’efficacité de ce réactif a été évaluée au cours de cette étude sur différents
substrats (cf IV.1.2 Utilisation du PTB et IV.3.2.3 Influence du PTB).

L’extraction phénol-chloroforme permet de séparer les acides nucléiques des résidus
protéiques, des divers composés phénoliques (acides humiques et fulviques, tannins) ainsi que
des autres substances présentes dans le tissu source (O’Rourke et al., 2000). Cette étape peut

étre répétée plusieurs fois si nécessaire pour les cheveux par exemple ou dans le cas
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d’échantillons particuliérement susceptibles de contenir des inhibiteurs (e.g. ossements
enfouis dans un sol riche en matiéres organiques végétales).

Plusieurs techniques de purification post-extraction sont envisageables afin de compléter les
étapes précédentes. L’utilisation de colonnes @ membrane de silice permet de fixer de maniére
spécifique les acides nucléiques en raison de I’affinité de la silice pour I’ADN (Hoss et Pédbo,
1993). Cette méthode est trés efficace, rapide et peu onéreuse mais elle comporte cependant
un inconvénient : ’ADN exogéne a également tendance a se fixer sur la silice ce qui peu
représenter une source de contamination importante. Les colonnes avec filtre de Sephadex
peuvent é¢galement €tre utilisées pour la purification des échantillons et donnent des résultats
satisfaisants (Miller et al., 1999). Les méthodes utilisant le Chelex (Walsh ef al., 1991) se sont
révélées efficaces sur certains types de substrats, notamment les cheveux (Suenaga et
Nakamura, 2005). Néanmoins certains auteurs (Miller et al., 1999 ; Kalmar et al., 2000 ;
Castella et al., 2006) ont décrit cette technique comme moins performante que les méthodes
utilisant les filtres de silice.

L’ultrafiltration sur microconcentrateur permet, via 1’utilisation de membranes semi-
perméables, d’¢éliminer les molécules de tailles inférieures au seuil d’arrét (cut off) dont la
valeur varie suivant le modéle de microconcentrateur. Cette technique permet d’éliminer les
courts fragments d’ADN qui pourraient se révéler inhibant lors de I’amplification. Outre cette
propriété, Iultrafiltration vise a concentrer les extraits en évitant toute dégradation mécanique
des acides nucléiques.

La précipitation a I’isopropanol est parfois utilisée (Hénni ef al., 1995) cependant ce type de

technique est généralement plus adapté a de I’ADN non dégradé et relativement concentré.

11.3.2.4.2 L’amplification

Malgré les précautions décrites ci-dessus il arrive que ces traitements de soient pas suffisants
et que des substances inhibitrices soient toujours présentes dans 1’extrait d’ADN purifié.
Plusieurs solutions peuvent alors étre envisagées :

Le polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) ainsi que le polyvinylpyrrolidone (PVP) permettent de
séparer les composé€s humiques de I’ADN par électrophorese sur gel d’agarose (Young et al.,
1993). Cependant une concentration de PVP supérieure a 0,5% a tendance a réduire le

rendement de la réaction d’amplification.
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Une méthode simple et efficace pour lever les inhibitions consiste a diluer 1’extrait afin de
réduire ’action des inhibiteurs jusqu’a un seuil qui permette I’amplification. Il suffit de
réaliser une gamme de dilutions en cascade de 1/2 a 1/10 (qui permet généralement d’atteindre
un taux de dilution correct). Le point faible de cette méthode réside évidement dans le fait que
I’ADN sera dilué¢ dans la méme proportion que les inhibiteurs ce qui peut s’avérer critique
lors de I’analyse d’extraits de départ treés faiblement concentrés.

Certains réactifs peuvent étre ajoutés directement dans le milieu réactionnel lors de
I’amplification. La BSA (Bovine Serum Albumine) permet de s’affranchir de D’action
inhibitrice des porphyrines, des composés phénoliques présents dans les acides humiques et
fulviques ainsi que des acides tanniques en empéchant la liaison de ces composés a la Taq
polymérase (Kreader, 1996). 11 est cependant nécessaire de limiter la concentration de BSA
dans le mélange réactionnel car ce réactif peut avoir une action inhibitrice au dela de 1pg/pl
(Lin et al., 1995). La protéine géne 32 (gp32) permet également de diminuer I’inhibition
(Panaccio et Lew, 1991 ; Widjojoatmodjo ef al., 1992) ; cependant ce réactif est peu utilisé

car son efficacité est similaire a celle de la BSA et son colt plus élevé (Kreader et al., 1996).
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11.3.3 Les contaminations

11.3.3.1 Les sources de contaminations

Les contaminations représentent 1’obstacle principal de toute étude génétique ayant pour sujet
des échantillons anciens. Ce probléme est principalement li¢ a 1’état dégradé des molécules
que 1’on désire étudier ainsi qu’a la méthode d’amplification utilisée. En effet, I’extréme
sensibilité de la PCR permet, en théorie, I’amplification d’une seule copie d’ADN. Cependant
une molécule intacte sera amplifiée préférentiellement a une molécule présentant des lésions
structurales ou chimiques. L’exemple des études portant sur des restes de néandertaliens
permet de bien comprendre I’importance des contaminations dans les analyses
paléogénétiques. Dans une étude récente, 1’équipe de Serre et al. (2004) a montré que sur 24
¢chantillons néandertaliens provenant de divers pays d’Europe, seuls 4 contenaient de I’ADN
amplifiable a I’aide d’amorces spécifiques des séquences mitochondriales néandertaliennes.
Toutefois, 1’utilisation dans cette étude d’amorces spécifiques aux séquences humaines a
révélé la présence d’ADN contaminant humain dans des échantillons osseux provenant des
sujets Néandertaliens et également de restes animaux (ours des cavernes). Lors des études en
anthropologie moléculaire, les contaminations par de ’ADN exogéne humain sont encore
plus problématiques puisque I’ADN contaminant devient difficilement discernable de I’ADN
endogeéne. L’utilisation de locaux et de matériel adaptés ainsi que la mise en place de

protocoles rigoureux est par conséquent impérative.

La difficulté majeure dans la détection et la prévention des contaminations provient de
I’importance des sources possibles de contaminants que ce soit avant la découverte du sujet,
lors de la fouille ou au sein du laboratoire.

Les contaminations les plus difficiles a mettre en évidence sont celles qui peuvent survenir
avant méme la découverte des restes. Les sépultures secondaires qui impliquent un
déplacement des restes d’un sujet peuvent entrainer une contamination par les personnes
participant a ces rites funéraires. Les pillages peuvent également représenter une source
potentielle de contaminations. Ces deux cas de figure peuvent étre mis en évidence lors de la
fouille, il est donc impératif d’évaluer ces risques par une analyse anthropologique avant de

débuter toute étude moléculaire. L’ importance de ces contaminations survenant en amont des
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analyses en laboratoire a été soulignée dans plusieurs études récentes (Péébo et al., 2004 ;
Gilbert et al., 2005b ; Willerslev et Cooper 2005, Lalueza-Fox et al., 2006).

Lors de la fouille, si certaines précautions ne sont pas prises (cf chapitre 11.4.3.2.), le nombre
généralement important de personnes ayant acceés aux échantillons entre la découverte des
restes et 1’analyse en laboratoire augmente considérablement les risques de contamination.
Les sujets conservés dans les musées représentent une difficulté supplémentaire considérant
I’impossibilité de retrouver I’ensemble des personnes ayant participé a la découverte,
impliquées dans le stockage, ayant eu acces ou simplement ayant approché le matériel (e.g.
les visiteurs).

Enfin, des contaminations peuvent survenir dans le laboratoire. Les expérimentateurs
représentent une source non négligeable de contamination cependant ce type de contamination
reste aisément indentifiable grace au typage des manipulateurs. L’ADN amplifi¢ représente
par contre un type de contamination beaucoup plus pernicieux. En effet, lors d’une PCR le
nombre de copies du fragment amplifié peut atteindre 10'* a 10"°. Les mouvements d’air créés
lors de I’ouverture des tubes ou des mouvements de liquide vont générer et disperser des
gouttes microscopiques pouvant contenir jusqu’a un million de copies d’un fragment d’ADN
dans 0,005u1 (Willerslev et al., 2005). Les produits d’amplification peuvent donc se disperser
rapidement dans les laboratoires et méme dans des immeubles entiers a la faveur des systemes
d’air conditionné. Considérant qu’une seule de ces microgouttes contient mille fois plus
d’ADN que ce qu’il est possible d’extraire d’un gramme de matériel osseux (10° a 10°
copies ; Handt et al., 1996, Cooper et al., 2001) le risque de contaminations par ces aérosols
est particuliérement important.

L’ADN humain et microbien est présent dans tous les laboratoires. Il est par conséquent
nécessaire de considérer tout réactif ou matériel de laboratoire provenant du fournisseur
comme potentiellement contaminé (une circulaire provenant d’Applied Biosystems
concernant la contamination de tous les emballages de kit par 1’échelle allélique a été envoyée
aux utilisateurs de certains kit durant I’année 2005). I1 est important de prendre en compte que
les réactifs dits stériles ne sont pas toujours exempts de tout acide nucléique.

Enfin, les extraits d’ADN provenant d’échantillons anciens peuvent contenir certaines
molécules comme des sucres ou de ’ADN de microorganismes qui vont jouer le réle de
transporteur durant la PCR (Pddbo, 1990). La présence de ces molécules va entrainer
I’amplification de contaminants présents en faible quantit¢ dans les extraits mais qui ne

pourront pas étre mises en évidence par les témoins négatifs.
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11.3.3.2 Preécautions nécessaires a l’étude de |’ADN ancien

La grande sensibilit¢ de la PCR peut conduire a I’amplification préférentielle de toute
molécule d’ADN contaminante si I’échantillon présente un état de dégradation trop important
ou si le nombre de copies est trop faible. Il est donc nécessaire de respecter un certain nombre
de précautions de la fouille jusqu’a I’analyse en laboratoire afin de s’assurer de la validité des

résultats.

I1.3.3.2.1 La fouille et le prélevement des échantillons

En premier lieu, il est important que les équipes responsables de la fouille soient sensibilisées
a la problématique de recherche ainsi qu’aux contraintes inhérentes aux études en
anthropologie moléculaire. Cette discipline est en effet assez récente a 1’échelle de
I’archéologie et bien que de plus en plus d’archéologues s’intéressent a 1’outil moléculaire en
raison de ses potentialités, tous ne sont pas conscients des précautions nécessaires a cette
discipline.

Ensuite, lors de la fouille il est impératif que tout échantillon soit manipulé a I’aide de gants
en latex et lors de la description le port de masques faciaux est fortement recommandé. De
nombreuses études ont en effet mis en évidence des contaminations ayant eu lieu en amont
des analyses en laboratoire (Hofreiter ef al., 2001 ; Wandeler et al., 2003 ; Serre et al., 2004 ;
Malmstrém et al., 2005 ; Salamon et al., 2005 ; Lazuela-Fox et al., 2005 ; Sampietro et al.,
2006). Une fois I’échantillon prélevé il doit étre placé dans un contenant hermétique ayant été
de préférence décontaminé (les sachets minigrips se prétent bien a cet usage car ils peuvent

étre aisément décontamings et transportés) (Yang et Watt, 2005).

I1.3.3.2.2 Typage des personnes impliquées

L’ADN de toutes les personnes ayant été en contact avec les échantillons (archéologues,
anthropologues, fouilleurs, personnel du laboratoire) doit étre analysé pour les mémes
marqueurs que ceux ¢tudiés sur les échantillons anciens. Les résultats obtenus doivent
toujours étre comparés avec ceux de I’équipe afin d’écarter tout doute sur une éventuelle
contamination.

Les échantillons conservés dans les musées représentent a ce titre un probléme puisqu’il est

impossible de collecter ’ADN de toutes les personnes ayant été en contact avec ces
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¢chantillons. Le probléme est encore plus marqué pour les échantillons mis au jour avant
I’apparition de 1’anthropologie moléculaire car aucune précaution n’était prise, ou pour des
¢chantillons stockés durant de longues périodes car le nombre de personnes ayant eu acces
aux échantillons n’est pas contrdlable. Les processus de décontamination sont donc
extrémement importants lors de I’analyse de ce type de prélevements. En plus des problémes
de contamination, les conditions de stockage dans les musées, principalement la température,
semblent favoriser les dégradations de I’ADN endogene (Gilbert et al., 20006).

Afin de limiter le doute sur la validit¢ des résultats il est préférable que les personnes
impliquées dans 1’analyse n’appartiennent pas & la méme population que le sujet étudié
(Richards et al., 1995). 1l sera en effet plus aisé de suspecter une contamination si un
haplotype européen est retrouvé a partir d’extrait d’un sujet appartenant a une population

asiatique par exemple.

I1.3.3.2.3 Stockage

Une fois les échantillons arrivés au laboratoire, ils doivent étre entreposés dans une picce
isolée afin de limiter les possibilités de contaminations croisées. La température de stockage
est également importante. Les possibilités de conserver les échantillons anciens avant et apres
I’analyse a -20°C semble limiter les dégradations. Nous avons pu observer que la
conservation a température ambiante durant quelques mois d’échantillons fragiles peut influer

grandement sur la qualité des résultats obtenus.

11.3.3.2.4 Bonnes pratiques de laboratoire

En plus des précautions a appliquer habituellement dans un laboratoire de biologie
moléculaire, 1’¢tude de I’ADN ancien requiere que certaines régles soient respectées afin
d’éviter la diffusion d’ADN aérosols, la contamination des réactifs, les contaminations
croisées entre échantillons analysés simultanément ou la simple contamination par
I’expérimentateur. Le stockage et le traitement pré-extraction (i.e. abrasion, trépanation et
cryobroyage) des échantillons anciens doivent étre effectués dans une piéce séparée du
laboratoire ou sont réalisées les analyses moléculaires. Pour cette méme raison les picces pré-
et post-PCR doivent également étre séparées et le mouvement des personnes, du matériel et

des réactifs doit se faire uniquement dans le sens pré-PCR vers post-PCR. L’ensemble des
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réactifs doit étre aliquoté afin de limiter le nombre d’utilisation et par conséquent le risque de

contamination.

11.3.3.3 Meéthodes de décontamination

Malgré 1’ensemble des précautions prises lors du prélévement des échantillons sur le terrain,
ou dans le cas d’un échantillon provenant d’un musée, il est nécessaire d’appliquer une
procédure de décontamination. Pour les substrats osseux, trois méthodes sont généralement
employées ; toutes basées sur le fait que la contamination est liée a des molécules présentes en

surface.

11.3.3.3.1 Décontamination physique

La décontamination physique des échantillons a pour but d’¢liminer les contaminants de
surface pouvant étre présents. Différents moyens peuvent étre employés tels I’utilisation de
lames de scalpels stériles, de papier de verre ou encore d’une perceuse de type Dremel. La
principale difficulté de cette technique est de déterminer combien de millimetres doivent étre
abrasés. Le probléme ne se pose pas pour les échantillons possédant une corticale épaisse
comme les diaphyses d’os longs, cependant dans le cas de fragments osseux ou pour les os de
sujets immatures il n’est possible d’abraser la surface que sur un ou deux millimétres. La
décision doit par conséquent étre prise au cas par cas. L’utilisation de la perceuse Dremel
(outil utilisé dans notre étude) est avantageuse car la décontamination des fraises ainsi que de
I’appareil a I’aide d’un four a UV est aisée. Néanmoins, pour les fragments osseux de petite
taille, le risque que le gant soit pris accidentellement dans la fraise peut ajouter un facteur de
contamination. Il est également important de limiter la vitesse de rotation de la fraise afin
d’éviter tout échauffement de 1’0s, ce qui pourrait avoir un effet délétere pour I’ADN

endogene.
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11.3.3.3.2 Décontamination chimique

La décontamination chimique utilise les propriétés d’altération de la molécule d’ADN de
différentes solutions comme 1’hypochlorite de sodium (NaOCI) qui provoque des lésions
oxydatives et la dénaturation de ’ADN double brin par destruction des liaisons hydrogénes
(Hawkins et al., 2002 et 2003, Whiteman et al., 2002), 1’acide chlorhydrique qui entraine des
dépurinations et hydrolyses (Savage et Plaut, 1958, Whiteman ef al., 1997) ou encore I’EDTA
qui va permettre de décalcifier superficiellement 1’échantillon (Kolman et Tuross, 2000).
L’efficacité de cette méthode a été testée dans différentes études (Richard et al., 1995 ; Kemp
et Smith, 2005 ; Watt, 2005) suivant plusieurs protocoles. Cependant aucun consensus ne se
dégage de ces publications que ce soit sur le mode de traitement, par immersion ou lavage, la
concentration de la solution a utiliser ou le temps de contact. Deux études récentes (Watt,
2005 ; Salamon et al., 2005) apportent un élément intéressant puisqu’il semblerait que
I’utilisation de NaOCI permette d’éliminer ou du moins de diminuer 1’effet des inhibiteurs.

L’utilisation de solutions permettant de dégrader ’ADN présente tout de méme un risque
pour I’ADN endogéne de 1’échantillon. En effet, dans le cas d’ossements poreux une
infiltration du produit en profondeur est possible et aura pour conséquence une altération de

I’ADN du sujet.

11.3.3.3.3 Décontamination des locaux et du matériel de laboratoire

La décontamination des locaux, du matériel et des réactifs représente une étape impérative
entre I’analyse de chaque échantillon ancien. Les techniques les plus fréquemment utilisées
sont I’irradiation UV (254nm) et 1’autoclavage, méthodes dérivées de celles employées en
microbiologie, qui permettent 1’élimination des microorganismes et la fragmentation de
I’ADN de haut poids moléculaire. Cependant, elles ne garantissent pas I’élimination de toute
trace d’ADN et il peut toujours subsister des fragments de petite taille (inférieure a 150 pb).
De plus, I'utilisation d’autoclave peut entrainer la diffusion d’ADN bactérien (Willerslev et
Cooper, 2005). II est donc nécessaire de compléter ces deux traitements par 1’emploi d’acide
chlorhydrique (2,5 M), d’hypochlorite de sodium (concentré a 50%) ou de solutions contenant

des DNAses du type DNA Away (Molecular Bioproducts).
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L’ensemble des processus de décontamination décrits ci-dessus doit garantir I’authenticité des
résultats. I1 est toutefois nécessaire de mettre en place des lignes directrices afin de valider les

données obtenues.
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1.4 Criteres d’authentification des résultats

Les premiers critéres d’authentification furent proposés par Svante Pdébo en 1989. Ils étaient
limités a trois points : (i) des témoins négatifs doivent étre inclus lors de chaque extraction et
amplification afin de détecter d’éventuels contaminants dans les réactifs utilisés lors de
I’extraction ; (ii) les extractions et les amplifications doivent étre dupliquées pour un méme
¢chantillon et les résultats obtenus doivent étre identiques ; (iii) une corrélation négative doit
étre observée entre 1’efficacité de la PCR et la taille des fragments amplifiés en raison de la

fragmentation de la molécule d’ADN.

Le risque important de contamination par de ’ADN exogéne, une meilleure compréhension
des processus de dégradation des acides nucléiques ainsi que le nombre important d’études
sur I’ADN ancien a la fin des années 1990 ont conduit a la publication en 2000 par Cooper et
Poinar d’une liste plus aboutie de critéres d’authentification. Ces critéres, majoritairement
adoptés aujourd’hui, représentent les lignes directrices a prendre en compte lors des analyses
sur I’ADN ancien, en plus du cahier des charges déja établi concernant les bonnes pratiques
de laboratoire.

La liste a été étendue au fur et @ mesure de la découverte des nouvelles altérations survenant
au cours du temps. Les critéres peuvent donc varier en fonction des auteurs mais ceux

présentés ci-apres sont retrouvés dans la plupart des études.

- L’état de préservation biochimique d’un échantillon est une preuve indirecte de la
conservation de ’ADN endogéne. L’analyse biochimique des échantillons peut servir a
sélectionner les échantillons afin d’étudier uniquement ceux dont ’ADN semble préservé.
Différentes méthodes ont été développées pour ce faire. La plus couramment utilisée repose
sur I’étude de la racémisation des acides aminés présents dans 1’échantillon (Poinar et al.,
1996). Les facteurs environnementaux, comme la température et I’humidité, responsables de
la dégradation de I’ADN influent sur le changement progressif de configuration des
énantioméres Lévogyre en Dextrogyre. Il a ainsi été établi que le taux de racémisation de
I’acide aspartique était proche de la vitesse de dépurination de I’ADN (Poinar et al., 1996). La
proportion de chaque énantiomére de cet acide aminé permet de déterminer dans quelle
mesure I’ADN d’un échantillon donné sera étudiable. Bien que cette méthode soit largement

utilisée, il faut toutefois nuancer cette hypothése. Les vitesses de racémisation in vitro

88



utilisées par Poinar seraient différentes de celles observées dans les tissus. La vitesse de
racémisation serait, par ailleurs, différente suivant le tissu considéré (Collins et al., 2002). De
plus, certains facteurs (i.e. présence d’aspartyl et d’asparagine, séquence et conformation des
protéines) influeraient sur la racémisation sans affecter la vitesse de dépurination de I’ADN
(Collins et al, 1999). On constate également que le seuil de racémisation associé¢ a la
conservation de I’ADN peut varier (Poinar et al., 1996 ; Schmitz et al., 2002 ; Serre et al.,
2004) et qu’il n’est pas toujours fiable. Dans 1’étude sur les restes de Néandertaliens réalisée
par Krings et al. (1997), le fragment osseux ayant permis I’amplification de 1’ADN
mitochondrial ne rentrait pas dans les critéres de racémisation.

Il existe des méthodes alternatives permettant de déterminer 1’état de préservation des
macromolécules présentes dans un échantillon: la pyrolyse suivie de 1’analyse par
chromatographie en phase gazeuse ou par spectrométriec de masse (Poinar et al, 1999),
I’histologie (Hagelberg et al., 1991 ; Colson et al., 1997), les mesures de porosité et de
densité osseuse (Nielsen-Marsh et Hedges, 2000), le degré de préservation du collagéne ou de
I’ostéocalcine (Collins et al., 2000 ; Gotherstorm et al., 2002). Bien qu’un outil permettant
d’estimer la préservation de I’ADN avant toute analyse soit nécessaire, il est cependant
difficile de fixer des normes attendu le grand nombre de facteurs pouvant influer sur la

conservation de I’ADN.

- Il est indispensable de réaliser des témoins négatifs en paralléle de chaque extraction et
amplification. Il est parfois conseillé de réaliser plusieurs témoins négatifs pour une méme
PCR (Piddbo et al., 2004), les contaminants pouvant étre présents dans les réactifs en
concentrations trés faibles et donc étre difficiles a détecter lors du pipetage de faibles
volumes. Toutefois, ces témoins négatifs ne permettent pas de vérifier les contaminations
liées a la présence de molécules (sucres ou ADN microbien) agissant comme transporteurs

puisque ces substances ne sont présentes que dans les extraits d’ADN.

- La quantification du nombre de molécules présentes dans I’extrait permet de déterminer
dans quelle mesure les résultats sont fiables. Il a été déterminé qu’un nombre de molécules
inférieur a 1000 ne permettait pas d’obtenir des résultats valides (Handt ez al., 1996).

Il n’est cependant pas toujours possible d’obtenir de telles quantités d’ADN a partir
d’échantillons anciens, en particulier concernant 1’ADN nucléaire (cf V.1. Quantification de
I’ADN nucléaire). Ce nombre de copies, correspondant a peu prés a une concentration de 3

ng/ul, peut étre retrouvé dans des échantillons extrémement bien conservés mais cette valeur
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est loin de représenter la norme. La validit¢ des analyses sur des échantillons contenant un
faible nombre de copies d’ADN (Low Copy Number : LCN) a été testée dans plusieurs études
(Taberlet et al., 1996 ; Gill et al., 2000 ; Whitaker et al., 2001 ; Kloosterman et Kesbergen,
2003). Pour I’analyse de STR (Short Tandem Repeats) nucléaires dans le cadre des
identifications génétiques en Médecine Légale, 1’utilisation d’échantillons contenant 100
pg/ul d’ADN (18 cellules diploides (Kloosterman et Kesbergen, 2003) permet I’obtention de
profils complets a condition que le nombre de cycles d’amplification soit augmenté de 28 a 34
cycles (Gill et al., 2000). Ce nombre de cycles de PCR permettrait de détecter une seule copie
d’ADN (Gill et al., 2000). 11 faut néanmoins noter que ces conditions de PCR peuvent générer
certains artefacts (perte d’hétérozygotie, déséquilibre de hauteur des pics, faux alléles et
stutters) et augmentent la sensibilit¢ a la contamination puisque des fragments de
chromosomes ou des contaminants en trés faible quantit¢ pourront étre amplifiés

(Kloosterman et Kesbergen, 2003).

- Pour chaque extrait d’un méme sujet, plusieurs amplifications doivent étre réalisées.
La multiplication des amplifications permet, tout d’abord, de mettre en évidence la
contamination d’une extraction ou d’une amplification donnée. Dans le cas d’extraits
contenant un trés faible nombre de copies, la répétition des amplifications peut mettre en
¢vidence si une absence d’amplification est liée au pipetage ou si ’extrait ne contient pas
d’ADN utilisable (Pddbo et al., 2004). Enfin, seule la répétition permet de détecter les
¢ventuelles erreurs de réplication survenues au cours de I’amplification en raison de la qualité

des acides nucléiques ou d’une erreur de la Taq polymérase.

- Il doit exister une corrélation inverse entre ’efficacité de PCR et la longueur des
amplicons. 11 est, en effet, peu probable d’arriver a amplifier des fragments de 500 a 1000pb
et si tel est le cas une contamination peut étre supposée. Cependant, certaines études ont
montré que des fragments de grandes tailles pouvaient étre amplifiés grace a des conditions de

préservations particulieres (Lambert et al., 2002).

- L’ensemble des produits d’amplification doit étre cloné et de multiples clones doivent
étre séquencés. Cette précaution permet de détecter les hétérogénéités dans les produits de
PCR pouvant provenir de contamination, de la dégradation des molécules d’ADN ou
d’événements de jumping PCR (Pidbo et al., 2004). Un logiciel permet d’estimer le nombre

de clones qui doivent étre séquencés afin de déterminer si la s€quence consensus est valable.

90



Cette validation va dépendre de la fréquence de chaque nucléotide incorrect a une position
donnée (Bower et al., 2005). Douze semble étre le nombre minimum de clones & séquencer
afin de s’assurer de la validité des résultats. Il est ensuite possible de tester les séquences
obtenues grace a un logiciel permettant de vérifier la qualité des résultats provenant d’une
PCR  (Consensus Confidence  Program, disponible a 1’adresse  suivante:
http://www.mcdonald.cam.ac.uk).

Ce critére est toutefois discutable. En effet, les produits d’amplification correspondent bien
souvent a un mélange entre les fragments correspondant a I’ADN de 1’échantillon, a
I’amplification de molécules dégradées et a de I’ADN contaminant. Dans le cas ou seuls deux
types de molécules vont étre majoritaires il est possible d’invalider I’expérience car la
contamination est patente. Cependant, comment exclure que 1’espéce majoritaire lors du
clonage et des amplifications précédentes ne correspond pas & une contamination ? Le clonage
permet donc de mettre en évidence la présence de plusieurs acides nucléiques mais n’apporte

pas de réelle solution.

- La répétition des analyses par un laboratoire indépendant peut mettre en évidence une
contamination survenue au cours des manipulations et qui n’aurait pas ét¢ détectée dans les
témoins négatifs. Ce contrdle n’a pas lieu d’étre systématique mais se justifie dans le cas
d’échantillons particuliérement intéressants ou si des résultats inattendus sont obtenus. Les
¢chantillons devraient donc étre expédiés directement depuis le site de fouille ou le musée
afin d’éviter tout risque de transmission des contaminants entre les laboratoires (Péébo et al.,
2004).

Dans le cadre des projets Egide de collaboration entre les pays de la communauté européenne,
un dossier de partenariat avec le Laboratoire d’Identification Génétique de 'université du
Pays Basque a été soumis. Ce projet s’intégre dans le programme PICASSO (collaboration
franco-espagnole) et devrait permettre une duplication des analyses dans les meilleures

conditions.

En complément des critéres précédemment décrits, d’autres éléments peuvent &tre pris en

considération pour confirmer 1’authenticité des résultats :

- La concordance entre la détermination morphologique et génétique du sexe du sujet
peut constituer une preuve de I’authenticité des résultats (Meyer et al., 2000). Ce critére n’est

pas toujours applicable puisque la diagnose sexuelle est dépendante des restes osseux

91



retrouvés ainsi que de I’age du sujet. De plus, la probabilit¢ que la personne ayant
potentiellement contaminé 1I’échantillon soit du méme sexe que le sujet étudié est de %. 1l faut
donc compléter, dans la mesure du possible, cette comparaison par I’analyse des STR

autosomaux.

- Dans les études portant sur des restes humains, ’analyse des restes animaux associés peut
représenter une étape importante pour la validation des résultats. L’utilisation d’amorces
spécifiques d’un fragment d’ADN humain lors de ’amplification d’extraits provenant de
restes animaux permet de mettre en évidence une contamination par effet carrier (Pdébo et
al., 2004). Dans le cas d’échantillons particulierement précieux il est également possible de
vérifier la présence d’ADN amplifiable dans les restes associés avant de tester les

prélevements d’intérét afin d’éviter une dégradation inutile des fossiles rares.

- Les résultats des études doivent avoir un sens du point de vue phylogénétique (Cooper
et Poinar, 2000). Des fragments d’ADN dérivant du génome des mitochondries sont parfois
présents dans le génome nucléaire (Timmis ez al., 2004). L’ ADN mitochondrial représentant
fréquemment [’objet des études en paléogénétique ’amplification et 1’analyse de ces
insertions soumises a des pressions de mutation différentes peut mener a des erreurs
d’interprétation concernant la position phylogénétique d’une espece (van der Kuyl et al.,
1995) ou des variations intraspécifiques (Thalmann et al., 2004). L’exemple le plus connu est
celui d’une séquence supposée appartenir & un dinosaure et qui s’est révélée étre une insertion
nucléaire (numt) (Zichler et al., 1995). La présence de numts a également été décrite chez le
mammouth (Greenwood et al., 1999), le moa (Cooper et al., 2001) et le rhinocéros (Orlando
et al., 2003). L’utilisation de plusieurs couples d’amorces peut permettre de contourner ce
probléme puisqu’il est peu probable que deux paires d’amorces chevauchantes amplifient une
méme insertion nucléaire (Krings et al., 1997).

Dans le cas des études portant sur des marqueurs haplotypiques dont les résultats peuvent étre
interprétés en considérant la répartition préférentielle de certaines mutations il est important
de vérifier la vraisemblance des données obtenues. La découverte de données rattachant les
¢chantillons a la population des personnes étant intervenues au cours de 1’étude plutét qu’a la
population d’origine du sujet peut permettre d’identifier une contamination (Stone et
Stoneking, 1998). Cette attitude, nécessaire afin d’éviter la validation de résultats erronés,

pourrait néanmoins conduire a un biais. Comme nous I’avons vu précédemment, dans les
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¢tudes sur les Néandertaliens toute séquence rappelant les séquences d’Homo sapiens sapiens
est écartée.

La vérification phylogénétique des séquences par 1’utilisation de programmes comme
NETWORK (http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm) permet la mise en évidence
de certaines erreurs pouvant provenir de mutations fantomes, d’erreurs survenues lors du
séquencage ou de la retranscription des résultats (Bandelt er al., 2001). Ces analyses a
posteriori permettent de révéler des paradoxes phylogénétiques ou des structures mosaiques
qui donnent des indications précises sur la validité des séquences obtenues (Bandelt, 2005).

- La reproductibilité des résultats obtenus a partir de différents substrats peut étre
considérée comme une preuve de I’authenticité des résultats (Willerslev et Cooper, 2005). La
comparaison des analyses d’un méme sujet a partir d’échantillons osseux, dentaires et parfois
pileux permet d’établir un consensus fiable puisqu’il apparait peu probable que les différents

substrats aient été contaminés par la méme source (Amory et al., 2006).
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1I1.1 Méthodes de décontamination et de préparation des substrats

II1.1.1 Prélevement des échantillons archéologiques

Comme nous ’avons souligné dans le chapitre 11.3.3, les précautions lors du prélévement des
¢chantillons sont une des étapes cruciales afin d’éviter les contaminations par de ’ADN
exogene. Il a en effet été rapporté que ces contaminations antérieures aux processus d’analyse
en laboratoire représentent une des sources majeures d’ADN exogene et sont particuliérement
difficiles a mettre en évidence (Sampietro et al., 2006).

Lors de ce travail de thése, nous avons eu I’opportunité de travailler sur des échantillons dont
la plupart ont été prélevés a I’occasion de campagnes de fouille effectuées dans une optique
pluridisciplinaire incluant I’analyse génétique des sujets mis au jour. Lors de la description
des corps, les membres de 1’équipe portaient de manicre systématique des gants et dans la
mesure du possible des masques considérant les conditions de fouilles parfois difficiles. De
plus, ’ensemble des chercheurs ayant participé aux fouilles a été typé afin de procéder a des
comparaisons pour les différents marqueurs étudiés. Enfin, aucun lavage ou autre traitement
n’a été effectué sur le terrain afin de minimiser les risques de contaminations (Gilbert et al.,
2005b, 2006¢). Les échantillons osseux, dentaires et pileux étaient prélevés sur le sujet puis
immédiatement placés dans des sachets plastiques afin d’éviter les contaminations croisées
entre les différents prélévements ou lors du transport de ceux-ci.

Ces trois derni¢res années, il a donc été possible de procéder a des prélevements pour 61
sujets, dont 5 lors de fouille de sauvetage, qui ont ét¢ complétés par I’analyse de 9 sujets
provenant de musées ou de fouilles antérieures (cf partie III.1.2. Les échantillons anciens).
Pour les différents sujets étudiés, les prélevements d’échantillons osseux ont été
systématiques car ce substrat, qui est le plus fréquemment rencontré, permet de disposer de
suffisamment de matériel pour renouveler les extractions afin de valider les résultats obtenus.
Pour les sujets adultes, le choix des prélévements ¢’est généralement porté sur les diaphyses
d’os long qui représentent plus de la moiti¢ de nos échantillons. Les os longs, et en particulier
le fémur et le tibia, ont été privilégiés en raison de leur corticale dense et épaisse qui permet
de générer une quantité importante de poudre d’os nécessaire a la répétition des extractions.
Des dents ont été extraites lorsque 1’état de conservation macroscopique satisfaisait les

critéres de sélection pour les études de paléogénétique.
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Enfin, les conditions taphonomiques et environnementales permettant la pérennité des
¢léments pileux étant rares nous n’avons été en mesure d’effectuer des prélévements de
cheveux que pour 12 des sujets mis au jour.

Pour les sujets immatures, les prélévements de plusieurs os longs ont été effectués afin de
disposer d’une quantité de matériel suffisante a la duplication des résultats.

L’ensemble des prélévements a été stocké dés le retour au laboratoire dans des sachets en

plastique décontaminés sous UV, a une température de -20°C.

II1.1.2 Les échantillons anciens

Le tableau 1 ci-dessous présente 1’ensemble des échantillons collectés durant les années 2003
a 2005 par I’équipe de la MASFO. Nous avons été en mesure de prélever 72 échantillons
provenant de tombes fouillées par nos soins ou d’échantillons fournis par les musées de
Yakoutsk. Ainsi huit échantillons analysés proviennent d’échantillons collectés dans les
musées (YAKa 25, 27, 28, 43, 44, 47, 48, 49). Lors des missions 2004 et 2005 des fouilles de
sauvetage ont été effectuées pour 8 tombes (site de Bekh Alaas, site nommé Bulldozer et pour
un site localisé a 1’extérieur du village de Baiagah). La tombe de Ken Ebe 1 (YAKa 77) qui
renfermait un nouveau-né n’a pas donné lieu a un prélévement génétique car 1’état de
conservation des restes osseux ne le permettait pas.

Tous les échantillons prélevés ont fait I’objet d’une analyse génétique a 1’exception des sujets
du site de Bulldozer car les tombes ayant été éventrées et les ossements dispersés il n’était pas
possible d’estimer dans quelle mesure il avaient pu faire I’objet de manipulations. De plus,
aucune information archéologique n’était disponible pour ces trois sujets ce qui limitait
grandement I’intérét de 1’analyse. Les restes du sujet de la tombe découverte par les
archéologues yakoutes a I’extérieur du village de Baiagha n’ont pas ét€¢ analysés pour les

mémes raisons.

1I1.1.2.1 Méthodes de fouilles

La fosse de creusement est repérée apres un décapage superficiel de I’humus de surface. Un
surface plus large que la fosse est ensuite creusée a la pelle afin de mieux révéler les

structures mais également de faciliter les déplacements autour du coffre ou du cercueil.
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SUBSTRAT disponible

N° LABO NOM
0oS DENT CHEVEUX
2003
YAKa 15 ouhorai partie moyenne fémur
YAKa 16 TD1 partie prox fémur
YAKa 17 n°10 partie prox fémur
YAKa 18 KM1 partie prox fémur
YAKa 19 n°9 partie prox humérus
YAKa 20 N°l11 fémur G
YAKa 21 TA1 partie prox fémur droit
YAKa 22 12 tibia, fémur
YAKa 23 n°5 ext. Prox tibia droit
YAKa 24 n°6 partie prox fémur
YAKa 25 n°4 (Pokrovsk) partie prox fémur
YAKa 26 BKH partie moyenne fémur
YAKa 27 | squelette néolithique, n°3 | phalange prox hallux droit
YAKa 28 | squelette néolithique, n°2 | fragment diaphyse fémorale
YAKa 29 STR1a fémur, tibia
YAKa 30 SRTI1b fémur, tibias et mandibule
YAKa 31 AE2 rotule gelée
YAKa 32 SRT2 humérus et rotule
YAKa 33 KM2 2 rotules
2004
YAKa 34 Arbre 1 sujet 1 hemi-diaphyse d'humerus 2 PM, 8 +C X
YAKa 36 Arbre 1 sujet 2 rotule
YAKa 37 Arbre 1 sujet 3 rotule 2 M trés usées, 4 1 X
YAKa 38 Arbre 1 sujet 4 femur
YAKa 35 Arbre 1 sujet 5 femur
YAKa 39 Mounour Urekh 1 os du tarse + demi tibia M X
YAKa 40 Djoussou Len 1 metatarsiens + demi humerus 1M, 1PM
YAKa 4l Arbre 2 hemi-diaphyse de femur 1 M mdb
YAKa 42 Koulousoun Nakh 2 rotule + fragment humerus 3M
YAKa 43 Fedoseva Allalaika fragment diaphyse femur
YAKa 44 Fedosseva Tchersinsky fragment diaphyse tibia
YAKa 45 Arbre 3 fragment diaphyse femur X
YAKa 46 Mounour Urekh 1bis rotule + demi femur X
YAKa 47 Musee ethno fragment diaphyse femur
YAKa 48 Fedoseva Diring Urekh demi femur + maxillaire
YAKa 49 Jardin Botanique os du tarse
YAKa 50 Jarama 1 1 femur + 2 rotules
YAKa 51 Jarama 2 2 femurs +2 tibias
YAKa 52 Jarama 3 2 femurs +2 tibias
YAKa 53 Jarama 4 2 femurs +2 tibias
YAKa 54 Toumousaktakh 1 2 femurs +2 tibias + 2 ulnas
YAKa 55 Koulousoun Nakh 1 fragment femur 1 PM X
YAKa 56 Dirilaa Sayliga 1 2 femurs + 1 mandibule
YAKa 57 Bekh Alaas 1 demi femur
YAKa 58 Bekh Alaas 2 demi femur
YAKa 59 Bekh Alaas 3 demi humerus
YAKa 60 Bekh Alaas 4 demi femur

Tableau 1 : Liste des échantillons anciens prélevés. Lignes grisées : échantillons écartés.
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N° LABO NOM SUBSTRAT disponible
(O] DENT CHEVEUX
2004
YAKa 61 Bul 1 femur
YAKa 62 Bul 2 humerus
YAKa 63 Bul 3 demi femur
2005

YAKa 64 Sette Toumoul 1/2 fémur 2M
YAKa 65 Oulakhans Alas 1 1/2 fémur IM+21
YAKa 66 Batta Tcharana 3 os du tarse 3M X
YAKa 67 Ken Ebe 3 humérus 1M X
YAKa 68 Ken Ebe 2 fémur-+humérus X
YAKa 69 Kous Tcharbyt rotule 2M X (peu, sales)
YAKa 70 Seden rotule X (trés peu)
YAKa 71 Ken Ebe 4 1/2 tibia+2 rotules
YAKa 72 Ken Ebe 5 fémur+humérus
YAKa 73 Ken Ebe 6 fémur-+tibia
YAKa 74 Ken Ebe 7 fémur+humérus
YAKa 75 Ken Ebe 8 1/2 fémur
YAKa 76 Ken Ebe 9 fémur
YAKa 77 Ken Ebe 1 pas de prélévement
YAKa 78 Bouogaryma 1 1/2 fémur 2M+11
YAKa 79 Bouogaryma 2 rotule 2M X
YAKa 80 Nelegher 1/2 fémur 2M
YAKa 81 Orto Aryy humérus 2M+1C
YAKa 82 Okhtobout 2 1/2 fémur 11
YAKa 83 Kyys Ounouoga 31
YAKa 84 Kyys Ounouoga (talus trouvé en surface)
YAKa 85 | bord de route Bailigah humérus+fémur
YAKa86 Tyyt Bappyt 1/2 fémur 3 M (petites)

TOTAL 70 19 12

Tableau 1 (suite).

Une fois le coffre repéré, la surface ainsi que les c6tés sont dégagés a la truelle et au pinceau
pour permettre les mesures ainsi que les photos. Aprés I’ouverture du coffre, deux cas de
figure se présentent. Soit le sujet est totalement squelettisé, la tombe est alors fouillée de
manigére classique (outils de dentiste, pinceaux, etc...) puis une couverture photographique est
réalisée ; soit la tombe contient un sujet dont les tissus mous sont encore conservés auquel
cas les photographies sont rapidement effectuées avant 1’apparition de moisissures.

La description du mobilier et des vétements bénéficie grandement des connaissances des
archéologues yakoutes (Edouard Jyrkov, Vassili Popov et Sergei Kolodeznikov) qui sont
capables de reconnaitre la plupart des fourrures et des peaux ainsi que le mode de traitement
utilisé. Une fois la description du mobilier, des vétements et du corps effectuée, les

prélevements parasitologiques et génétiques sont réalisés.
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L’ensemble du processus de description et prélévement peut s’étaler sur une heure pour une

tombe simple a plus de sept heures pour les tombes les plus riches.

1I1.1.2.2 Répartition géographique

Les tombes que nous avons étudiées proviennent principalement de 3 wl/us de Yakoutie
Centrale : Khangalassky (Khangalass), Churapchinsky (Churapcha) et Tattinsky (Tattaa)
(figure 19). Deux sujets ont cependant été mis au jour dans la région de la Kolyma et deux
¢chantillons osseux prélevés dans des musées proviennent de sujets sujets découverts dans la
région de la Vilyuy. La localisation de chaque échantillon est détaillée dans le tableau 2.

Les prélévements génétiques réalisés sur la population actuelle ont été réalisés dans les trois

ulus au sein desquels les sujets anciens ont été mis au jour.

F
\
Indirkaf Kolymaa

_____ ~ ' Tattaa
Churapcha

Khangalass

Figure 19 : Localisation des trois u/us de Yakoutie Centrale au sein desquelles les fouilles ont

été réalisées.
La répartition des sujets anciens analysés découverts en Yakoutie Centrale est la suivante : 25

sujets proviennent de 'u/us de Churapcha, 20 sujets ont ét€ mis au jour dans 'ulus de

Khangalass et 18 sujets étaient inhumés dans I’u/us de Tattaa.
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n° Labo Nom Localisation n° Labo Nom Localisation n° Labo Nom Localisation
YAKa34 Arbre 1 sujet 1 YAKal5 ouhorai YAKa64 Sette Toumoul
YAKa35 Arbre 1 sujet 5 YAKal6 TD1 Y AKa65 Oulakhans Alas 1
YAKa36 Arbre 1 sujet 2 YAKal7 n°10 YAKa66 Batta Tcharana
YAKa37 Arbre 1 sujet 3 YAKal8 KM1 YAKa67 Ken Ebe 3
YAKa38 Arbre 1 sujet 4 YAKal9 n°9 YAKa68 Ken Ebe 2
YAKa39 Mounour Urekh 1 YAKa20 N°ll YAKa69 Kous Tcharbyt
YAKa40 Djoussou Len 1 YAKa21 TA1 YAKa70 Seden
YAKa41 Arbre 2 YAKa22 12 YAKa71 Ken Ebe 4
YAKa42 Koulousoun Nakh 2 YAKa23 n°5 YAKa72 Ken Ebe 5 Tattaa
YAKa45 Arbre 3 YAKa24 n°6 YAKa73 Ken Ebe 6
YAKad6 | Mounour Urekh 1bis YAKa25 1°4 (Pokrovsk) Khangalass |y \ g a7 Ken Ebe 7
YAKa50 Jarama 1 YAKa26 BKH YAKa75 Ken Ebe 8
YAKa51 Jarama 2 Churapcha YAKa29 STR1a YAKa76 Ken Ebe 9
YAKa52 Jarama 3 YAKa30 SRT1b YAKa77 Ken Ebe 1
YAKa53 Jarama 4 YAKa31 AE2 YAKa78 Bouogaryma 1
YAKa54 Toumousaktakh 1 YAKa32 SRT2 YAKa79 Bouogaryma 2
YAKa55 Koulousoun Nakh 1 YAKa33 KM2 YAKag0 Nelegher
YAKa56 Dirilaa Sayliga 1 YAKa47 Musee ethno YAKa81 Orto Aryy
YAKa57 Bekh Alaas 1 YAKa48 Fedoseva Diring Urekh

YAKa58 Bekh Alaas 2 YAKa49 Jardin Botanique

YAKa59 Bekh Alaas 3 YAKa27 3, squelnéolithique Kolyma

YAKa60 Bekh Alaas 4 YAKa28 squel néolithique, n°2 Kolyma

YAKag2 Okhtobout 2 YAKa43 Fedoseva Allalaika Vilyuisky

YAKa83 Kyys Ounouoga YAKa44 Fedosseva Tchersinsky Vilyuisky

YAKa86 Tyyt Bappyt

Tableau 2 : Répartition géographique des sujets anciens étudiés suivant la région de leur mise au jour.
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111.1.2.3 Datations

Considérant le nombre trés important de tombes, il n’a pas été possible de réaliser des
datations absolues au carbone 14 sur I’ensemble d’entre elles. De plus, la méthode AMS
(Accelerator Mass Spectrometry) utilisée nécessite des quantités relativement importantes de

matériel osseux, environ 30gr (http://www.radiocarbon.com/sending.htm) qui pour certains

¢chantillons n’étaient pas disponibles. Cependant, les sujets présentant un intérét particulier
ou des particularités dans les modes d’inhumation et pour lesquels suffisamment d’os était
disponible ont ét¢ datés par cette méthode. Nous disposons ainsi de datations absolues pour 4
sujets (cf Annexe 1).

Des prélevements ont été réalisés sur les troncs constituant les cercueils ce qui permettra
d’obtenir une datation dendrochronologique et par conséquent d’obtenir des datations
absolues pour un nombre plus important de sujets.

Pour I’ensemble des autres tombes, il a ét¢ possible de proposer des datations grace a la
comparaison des modes de construction, du mobilier associé au corps ou des vétements des
sujets entre les tombes pour lesquelles nous disposions de datations radiocarbone et les
sépultures présentant les mémes particularités. Du point de vue archéologique, les recherches
menées par les membres de la MAFSO en collaboration avec les chercheurs Yakoutes ont
permis de réaliser certains recoupements entre le mobilier retrouvé dans les tombes et les
données de la littérature. Le classement des différentes tombes dans les périodes détaillées ci-

dessous est présenté en Annexe 1.

Tout d’abord, nous avons regroupé sept tombes, dites anciennes, c’est a dire qui précédent
I’émergence de la culture yakoute traditionnelle. La tombe de Pokrovsk datée de 2140 a 2340
ans BP (Beta — 198197) a été placée dans cet ensemble. Il s’agit de la seule tombe pour
laquelle nous disposons d’une datation précise. Les autres échantillons correspondent a des
sujets anciens retrouvés par les archéologues yakoutes mais pour lesquels nous ne disposons
pas d’informations archéologiques si ce n’est des datations trés larges. Les sujets des sites
d’Allalaika et Tchersinsky (peut étre Tchirkouo) auraient été mis au jour dans la Vilyuy et
seraient datés du Néolithique Moyen (6000/5000 ans) ; le sujet provenant du site de Diring
Urekh, dans 1’ulus Khangalassky, pourrait étre agé de 3800 ans. Le sujet échantillonné dans le
musée d’ethnologie de Yakoutsk (YAKa47) pourrait dater de I’Age du Bronze. Cependant il

est malheureusement impossible de vérifier ces datations.
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Pour les tombes de la période médiévale, du XV™ au XVIII*™ siécle environ, il est possible
de distinguer clairement deux périodes :

La premiére période regroupe les neuf tombes les plus anciennes pour 1’époque
médiévale en Yakoutie comprises entre le XV™ et le XVII™ siécle. La tombe de
Djoussoulen, caractéristique de cette période a été datée au C14 entre 1440 et 1660 AD (Beta-
198198). Les tombes de cette période sont caractérisées par la présence d’une selle parfois
placée sous la téte du sujet, d’étriers et assez fréquemment d’un arc (cf Figure 20). En
revanche les ¢éléments d’importation telles que les perles sont absents des tombes de cette
période. Le mode de construction des cercueils ou des coffres correspond généralement a

plusieurs rondins imbriqués.

Figure 20 : Tombe de Oulakhan Alas, correspondant a la premicre période médiévale. On
note la présence de la selle sous la téte, d’étrier en bois, d’un arc déposé a I’extérieur du coffre

ainsi que d’un pot en bois traditionnel (¢choron).
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Dans le second ensemble de la période médiévale composé de 20 tombes, le mobilier
présente, en opposition a celui du premier groupe, des éléments importés sans doute de Chine
comme des perles en verre ou des vétements en soie (cf Figure 21). Aucun des sujets de cette
période n’a été inhumé avec une selle sous la téte et le mode de construction des coffres
différe puisqu’il s’agit fréquemment de troncs évidés pour les tombes riches ou d’hémi-troncs
assemblés pour former les parois supérieures, inférieures et latérales. Ces tombes peuvent étre

datées entre le XVII™ et la premiére partie du XVIII™ siécle.

| |
LY
8 F
2
9 \
fl |

Figure 21 : Tombe de Kyys Ounouoga dont le sujet féminin porte un manteau décoré par les
perles caractéristiques des tombes de cette période. Deux pots en bois ont également été

déposés, dont un contenant des produits laitiers ainsi que des cotes de chevaux.

Une période intermédiaire aux ensembles précédents a été distinguée. Elle ne comporte que
deux tombes provenant de deux sites distincts : Nelegher et Kous Tcharbyt. Le mobilier de
ces tombes est caractérisé par I’absence a la fois de selle ou d’étrier et de mobilier
d’importation. Par ailleurs I’armement déposé avec le corps rappelle celui du premier

ensemble mais le mode de construction évoque les troncs évidés de la deuxiéme période.
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Enfin, il est possible de faire une distinction nette entre les tombes caractéristiques de la
période médiévale (du XV™ au XVII™ siécle) et les 29 tombes plus tardives ou la
christianisation des pratiques funéraires est clairement visible par la présence d’une croix,
d’un cierge ou d’une couronne en papier correspondant a la couronne céleste orthodoxe (cf
figure 22). Des croix gravées sur le coffre des cercueils sont bien souvent présentes et de
maniére générale le mobilier associé au corps est beaucoup moins important que dans les

tombes de la période médiévale.

Figure 22 : Tombe de Seden, caractéristique de la période post-colonisation par la présence

d’une croix ainsi que d’un cierge.
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II1.1.3 Les substrats osseux

Parmi les différentes méthodes de décontamination décrites précédemment, celle qui a été
adoptée dans notre étude consiste a éliminer mécaniquement une épaisseur d’environ 2mm de
la surface de 1’0s. Les échantillons osseux sont, tout d’abord, débarrassés de toutes traces de
terres ou de fragments de tissu a I’aide d’une lame de scalpel stérile. L’étape d’abrasion a été
réalisée a 1’aide d’une perceuse de type Dremel qui autorise une liberté de mouvements
importante et le travail sous une hotte dont I’usage est exclusivement dédi¢ a cette étape. Il est
¢galement possible de décontaminer I’ensemble du matériel servant a I’abrasion (outil
Dremel, fraises, pince, etc.) par les méthodes classiques et une étape d’irradiation dans un
four a UV crosslinker Biolink 254nm (Fisher Bioblock). L’ensemble des échantillons osseux
a été soumis a ce traitement, les prélévements destinés a la méthode de trépanation (diaphyses
d’os longs) comme ceux ayant nécessité une étape de cryobroyage (rotules, os du carpe/tarse,
fragments de diaphyses ou os de sujets immatures). Cette méthode a été¢ préférée aux
techniques utilisant des lavages a I’hypochlorite de sodium ou une décalcification a ’EDTA
en raison de la qualité des échantillons et des précautions prises lors des fouilles. En effet, la
conservation, au niveau macroscopique, des ossements mis au jour fait état d’une faible
porosité. Il ne nous a donc pas semblé nécessaire de procéder a ce type de décontamination
chimique. Ce choix a également été motivé par le fait que cette méthode s’est révélée efficace
dans plusieurs études (Stoneking et al., 1998 ; Fily et al., 1998 ; Bouwman et al., 2006) et
notamment les études menées au sein du laboratoire d’anthropologie moléculaire (Ricaut et

al.. 2005, 2006 ; Keyser-Tracqui et al., 2003).

II1.1.4 Les dents

Comme nous I’avons décrit dans le chapitre I11.2.2, la structure de la dent accorde une certaine
protection a I’ADN endogéne rendant ce substrat particulierement intéressant pour les études
de paléogénétique. La sélection des dents utilisées lors de notre étude a suivi des critéres
stricts toujours dans 1’optique de s’affranchir des contaminations. Ainsi les dents présentant
une usure apicale trop importante, des caries, des fissures ou tout autre trace de traumatisme
n’ont pas été utilisées pour notre étude. Apreés sélection nous avons pu extraire de I’ADN a

partir de dents pour 19 des 67 sujets étudiés. Il existe une grande variété de protocoles de
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décontamination des dents: depuis la simple immersion dans I’hypochlorite de sodium
immédiatement suivie par le broyage (Richards, Sykes and Hedges, 1995 ; Sampietro 2006),
le nettoyage de la surface par différents réactifs (peroxyde d’hydrogene, DNA Away, éthanol
absolu, etc), I’irradiation UV est également employée ou encore une combinaison de ces
différentes techniques (Malmstrom et al., 2005).

Afin de s’affranchir de tout risque de contamination nous avons choisi d’employer une
combinaison de ces différentes méthodes. Le protocole de décontamination suivit consiste en
plusieurs lavages, tout d’abord, en utilisant de 1’eau milliQ décontaminée afin de retirer toutes
traces de terre ou restes de tissus de la surface de la dent. Les dents sont ensuite bri¢vement
nettoyées avec un décontaminant de surface (DNA Away™, Molecular Bioproducts) puis
rapidement rincées dans de 1’eau milliQ décontaminée. Enfin un étape de rincage et de
séchage dans de 1’éthanol absolu est pratiquée avant d’exposer les dents aux UV durant 10
min sur les différentes faces. Toutes les dents sont, par la suite, entiérement cryobroyées dans
I’azote liquide. Cette technique, bien qu’entrainant la destruction compléte de I’échantillon, a
été préférée aux méthodes de trépanation visant a récupérer la pulpe dentaire (Gilbert et al.,
2003b). La dentine, en tant que tissu fortement minéralisé¢, contient des -cristaux
d’hydroxyapatite tout comme dans le tissu osseux. Or, il semble que ces cristaux favorisent
I’adsorption et la protection de ’ADN au cours du temps (Salamon et al., 2005). 11 serait par
conséquent possible d’obtenir une quantité¢ plus grande d’ADN a partir de la méthode de
cryobroyage (Smith et al., 1993). De plus, la nécessité de répéter les extractions pour la
validation des résultats implique une quantité de matériel relativement importante qu’il n’est
possible d’obtenir que par la méthode de cryobroyage. Cette technique diminue également les
risques de contaminations en réduisant le nombre des manipulations nécessaires a la découpe
de la dent et permet enfin d’utiliser les incisives et les canines qui sont difficilement

¢tudiables par les autres méthodes.

III.1.5Les cheveux

L’état de conservation exceptionnel de certains des sujets mis au jour durant ces trois années
nous a amené a envisager 1’extraction d’ADN a partir de cheveux pour 12 individus. En eftet,
ce substrat avait été utilisé de longue date en médecine légale et plus récemment dans les

recherches paléogénétiques. Cependant aucune étude n’avait mis en évidence de résultats sur
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de I’ADN nucléaire extrait a partir des tiges de cheveux. Considérant 1’état de préservation de
I’ADN des sujets inhumés dans des tombes proches du permafrost et les résultats d’études
récentes sur I’ADN mitochondrial extrait de cheveux anciens (Gilbert et al., 2004 et 2005 ;
McNevin ef al., 2005a et b), il semblait pertinent d’adapter et d’optimiser ces protocoles pour
nos échantillons. La publication n°l (Annexe 3) présente en détail les différentes étapes du

protocole expérimental que nous avons suivi aussi nous ne le détaillerons pas ici.

II1.1.6 Trépanation et cryobroyage des tissus durs

La méthode de trépanation a été utilisée de maniére préférenticlle pour toutes les diaphyses
d’os long. Cette méthode emploie une perceuse a colonne utilisée a vitesse de rotation réduite
afin de limiter tout échauffement qui pourrait &tre néfaste pour I’ADN. Des trépans de
différents diamétres ont été utilisés suivant la taille de la diaphyse dont nous disposions. La
trépanation était réalisée dans une zone ne s’approchant pas de plus d’un centimétre de la
zone non abrasée afin d’éviter que la poudre collectée ne soit en contact avec la partie non

décontaminée de 1’os (cf Figure 23).

Figure 23 : Hémi-diaphyse de fémur abrasée et trépanée.

La méthode de broyage utilisant un cryobroyeur (Freezer Mill 6800, Spex) est utilisée pour
réduire en poudre les fragments osseux de petite taille qui ne permettent pas d’employer la
méthode de trépanation. L’azote liquide permet d’éviter les augmentations de température qui
pourrait entrainer une dégradation de ’ADN. Les échantillons ainsi qu’un aimant cylindrique

sont placés dans des cylindres en polycarbonate. L’ensemble est ensuite immergé dans 1’azote
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liquide et soumis a un champ magnétique qui va déplacer I’aimant et ainsi réduire le fragment

osseux en poudre.

Afin d’éviter les chocs thermiques liés aux congélations/décongélations, les poudres d’os
ainsi que les cheveux sont stockées a température ambiante durant la phase pendant laquelle
les extractions sont réalisées. Une fois I’ensemble des marqueurs analysés les poudres sont
transférées dans un congélateur, a -20°C, dédié a la conservation. En effet, nous avons
constaté qu’un stockage trop prolongé a température ambiante pouvait étre néfaste et entrainer

une réduction de la quantité et de la qualité de I’ADN extrait a partir d’'une méme poudre.
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111.2 Extraction et purification de I’ ADN

II1.2.1 L’extraction

L’étape d’extraction est primordiale en anthropologie moléculaire car elle doit permettre de
purifier des quantités trés faible d’ADN a partir des substrats anciens tout en limitant la
présence d’inhibiteurs et en minimisant les risques de contaminations. Quelque soit le type de
substrat de départ la méthode d’extraction d’ADN comprend les méme étapes : une lyse
cellulaire suivie de la dégradation des protéines et enfin la séparation des acides nucléiques
des autres substances libérées.

Les méthodes d’extraction phénoliques représentent a 1’heure actuelle un consensus dans les
études récentes (Gilbert et al., 2005 ; Imaizumi et al., 2005 ; Orlando et al., 2006 ; Sampietro
et al. 20006 ; etc.) seules les compositions des tampons de lyse et les méthodes de purification
different. La technique utilisée dans cette étude a ét€ optimisée au sein du laboratoire
d’ Anthropologie Moléculaire de Strasbourg et validée par plusieurs publications (Keyser-

Tracqui et al., 2003 ; Keyser et Ludes, 2004 ; Ricaut et al., 2004, 2005, 2006).

I11.2.2 Lyse et décalcification

L’étape de décalcification/lyse est réalisée dans un tampon contenant 0,5 mM d’EDTA
(décalcification des tissus osseux par chélation des ions Ca*"), du Sodium Dodécyl Sulfate 2%
(solubilisation des lipides), 0,01 M Tris HCI (stabilisation du pH), 0,3 M d’acétate de Sodium
(stabilisation de I’ADN sous forme double brin) et 1 mg/ml de protéinase K (lyse des
protéines). Deux grammes de poudre, obtenue a partir d’os ou de dents, sont placés dans 5 a
10 ml de la solution de lyse suivant la taille des copeaux qui peut varier en fonction de la
méthode de pulvérisation utilisée et de la qualité des os. Les tubes contenant la poudre dans le

tampon de lyse sont ensuite incubés sous agitation durant une nuit, a 55°C.

Utilisation de Bromure de N-Phényl Thiazolium (PTB)
Comme nous I’avons mentionné dans le chapitre 11.3.1.1.4, le PTB permet de dissocier les
complexes sucre-protéine pouvant se former au cours du temps. Nous avons mis en place un

protocole de test durant I’année 2006 afin d’évaluer dans quelle mesure nous obtenions une
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amélioration de la qualité¢ et de la quantité d’ADN extrait de nos échantillons anciens en
présence de PTB. Nous avons réalisé des extractions paralléles pour 13 échantillons en
ajoutant au tampon de lyse initial 0,001M de PTB comme recommandé dans 1’étude de Poinar

et collaborateurs (1998).

I11.2.3 Extraction organique

Apres cette étape de lyse survient I’étape d’extraction organique de I’ADN qui permet de
séparer I’ADN des restes cellulaires, des débris membranaires lipidiques mais également des
résidus protéiques et autres composés phénoliques (O’Rourke et al., 2000). Cette étape est
réalisée en ajoutant un volume de phénol chloroforme isoamyl alcool (25/24/1, v/v)
équivalent au volume de tampon de lyse utilisé. Apres centrifugation (15min a 4000rpm), la
phase aqueuse contenant les acides nucléiques est prélevée. Nous avons constaté que pour
certains échantillons il était préférable de renouveler cette étape une seconde fois. En effet, la
présence d’une coloration brune dans le surnageant a été décrit comme caractéristique de la
présence d’inhibiteurs (Cooper, 1992). Le fait de réitérer cette étape permet de diminuer la

coloration du surnageant et par conséquent de diminuer la concentration en inhibiteurs.

I11.2.4 Purification et concentration

L’étape de purification vise a séparer ’ADN des inhibiteurs qui auraient pu étre co-purifiés
lors de I’extraction organique. Plusieurs méthodes sont disponibles (Sephadex, colonne a
membrane anisotrope, colonne a filtre de silice).

La méthode de purification choisie dans notre étude utilise la forte affinité de I’ADN pour la
silice (Hoss et Paabo, 1993) qui permet une meilleure purification vis a vis des inhibiteurs que
I’utilisation de filtre de type Centricon (Yang et al., 1998). Pour cette étape nous avons utilisé
le kit CleanMix (Talent) qui permet la purification de fragments d’ADN de grande taille,
entre 100pb et 50kb, a partir du surnageant de 1’extraction organique. La purification
comprend trois phases : (i) La premicre étape consiste a fixer ’ADN sur une résine a base de
silice. La fixation de ’ADN a la silice est facilitée et accélérée par 'utilisation d’un agent

chaotropique qui va également permettre d’éviter que des protéines résiduelles ne se fixent sur
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la résine entrainant la co-purification d’inhibiteurs éventuels. Un volume de solution de
liaison (Binding solution) correspondant a la moiti¢ du surnageant récupéré est ajouté au
surnageant puis I’ensemble du volume est transféré sur des colonnes munies d’un filtre qui va
retenir le complexe ADN-résine. (ii) Apres une centrifugation rapide permettant de récupérer
la résine sur le filtre de la colonne, I’ADN adsorbé a la résine est rincé deux fois a 1’aide
d’une solution de lavage (Washing solution). (iii) Puis I’ADN est élué dans 400ul d’eau
utltrapure stérile (Biosolve Ltd) a 72°C permettant ainsi la re-suspension de I’ADN. 1l faut
toutefois étre vigilant lors de cette étape car la silice est un inhibiteur de PCR, il faut par
conséquent s’assurer que l’extrait purifié sera exempt de toute trace de silice (Yang et al.,

1997).

L’étape de concentration va permettre d’éluer ’extrait d’ADN dans le volume le mieux
adapté qui correspond a un compromis entre le nombre d’amplifications des différents
marqueurs étudiés et la concentration minimale permettant de réaliser ces amplifications. Les
400ul élués lors de 1’étape précédente sont transférés sur la membrane du filtre. Les
Microcons sont par la suite centrifugés a 9000rpm pendant 9 & 11 minutes afin de réduire le
volume. Ainsi pour les extraits obtenus a partir d’ossements de sujets immatures ou de
cheveux le volume final sera réduit a 30/20ul final alors que pour les extraits provenant de
diaphyse d’os long ou de dents le volume d’¢élution est de 40pl.

Cette étape permet également d’éliminer les fragments d’ADN de petite taille, le seuil d’arrét
de la membrane des Microcons YM30 (Amicon) étant de 50pb pour de I’ADN double brin.
L’¢limination des fragments de petite taille, présents dans les extraits d’ADN dégradés,

permet de réduire les risques d’inhibition de PCR (Pusch et al., 1998 ; Pédébo et al., 2004).

Apres cette étape les échantillons sont stockés a -20°C et I’ADN est utilisable pour les

amplifications des différents marqueurs moléculaires.
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111.3 Les marqueurs moléculaires

I11.3.1 Quantification de ’ADN par PCR en temps réel

111.3.1.1 Intérét de la quantification

La quantité d’ADN présent dans chaque extrait peut varier de maniére importante suivant les
¢chantillons et les substrats utilisés mais ¢galement d’une extraction a une autre a partir d’un
méme échantillon. Par conséquent, comme étape préalable a toute amplification nous avons
réalisé la quantification de ’ADN présent dans nos extraits a 1’aide de I’ABI Prism® 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems). L utilisation du kit Quantifiler™ Human
Quantification kit (Applied Biosystems) apparait comme indispensable car la quantité de
matériel disponible pour 1’extraction est parfois limitante en terme de nombre d’extractions
(e.g. fragments d’os de petite taille sans possibilité¢ de renouveler 1’échantillon) et les extraits
d’ADN sont toujours précieux. La quantification permet de déterminer le volume exact
d’extrait a ajouter dans une réaction en fonction des recommandations du fabricant puisque la
quantité d’ADN varie suivant les kits et les marqueurs utilisés.

La quantification par PCR en temps réel permet, outre I’estimation de la concentration de
I’ADN présent dans D’extrait, d’évaluer la présence d’inhibiteurs. Il est par conséquent
possible de réaliser une gamme de dilution a partir des extraits contenant des inhibiteurs tout
en conservant une concentration en ADN suffisante pour réaliser 1’amplification des

fragments d’intérét.

111.3.1.2 Principe de la quantification

Le principe du kit Quantifiler™ est basé sur ’utilisation de sondes TaqgMan (Figure 24) dont
la cible correspond a un fragment intronique de 62pb du géne de la télomérase humaine
(TERT : Telomerase Reverse Transcriptase).

Ces sondes sont marquées a leurs extrémités 5’ avec un fluorophore émetteur et a leur
extrémité 3’ par un fluorophore récepteur. Du fait de sa proximité, le récepteur absorbe la

fluorescence de I’émetteur. Par conséquent lorsque la sonde est intacte aucune fluorescence
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n’est détectée. Lors de la phase d’élongation de la réaction de PCR, la polymérase grace a son
activité 5’ nucléase va cliver la sonde si celle-ci se trouve en aval de la zone d’hybridation de
I’amorce sens. Le fluorophore émetteur n’étant plus a proximité du fluorophore récepteur, il

sera possible de visualiser un signal fluorescent.

3 - U Hybridation des amorces sens et anti-
52 — sens ainsi que de la sonde Tagman

3 ——D‘U Polymérisation et déplacement de la
52 e sonde

3* ——J A chaque cycle, clivage de la sonde lors

5° L de la phase d’élongation

30 - Une fois la polymérisation terminée, le
; fluorophore émet sa  fluorescence

ol caraciéristique

— AmMoOrce sens ® Fluorophore émetteur

== Amorce anti-sens ® Fluorophore récepteur

— S d .
onee Signal fluorescent

Figure 24 : Principe de fonctionnement des sondes Tagman.

Le nombre de cycles de PCR permettant d’atteindre le seuil de détection de fluorescence est
défini comme le cycle seuil (Ct: Cycle threshold). Le Ct se situe durant la phase
exponentielle de la PCR durant laquelle il existe une corrélation directe entre le nombre de
cycles et le nombre de molécules synthétisées. L’augmentation du signal fluorescent durant
cette phase sera proportionnelle a la quantité d’amplicons générée. Il est, par conséquent,
possible de déterminer le nombre de copies de départ de la cible en fonction du nombre de
cycles nécessaires pour atteindre ce seuil. Un extrait d’ADN de concentration connue sert a
réaliser une gamme de dilution qui va permettre d’obtenir une courbe standard de laquelle
seront déduite les concentrations d’ADN présentes dans les échantillons. Le kit Quantifiler™
nécessite 2l d’extrait d’ADN ajouté a un mix réactionnel comprenant 12,5ul de mix PCR
(contenant la polymérase, les ANTP et le tampon d’amplification) et 10,5ul de mix contenant
I’Internal PCR Control (IPC) ainsi que les amorces et les sondes pour la TERT et I'IPC. La
gamme de détection est comprise entre 23pg et 50ng en utilisant 2ul d’extrait d’ADN. Il est
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important de noter que dans la gamme de concentration inférieure & 100pg.ul™, I’exactitude
des mesures réalisées avec le kit Quantifiler est réduite du fait des variations qui peuvent étre
importante lors du pipetage et de la sensibilité intrinséque de la méthode.

L’IPC inclus dans le kit Quantifiler™ est utilisé pour la détermination de la présence
d’inhibiteur dans 1’extrait d’ADN des échantillons. La cinétique d’amplification de I’IPC est
connue dans un milieu exempt d’inhibiteurs. Lors de I’amplification simultanée avec 1’extrait
d’ADN de [D’échantillon, les délais observés dans le Ct de I'IPC sont par conséquent
imputables a une inhibition de I’amplification. Plus le délai observé sera important, plus la
concentration en inhibiteurs sera importante sachant que I’inhibition peut aller jusqu’a

I’absence compléte d’amplification.

I11.3.2 Les marqueurs a transmission biparentale

111.3.2.1 Détermination du sexe des individus : le géne de I’'amélogénine

La détermination génétique du sexe des individus compléte la diagnose morphologique
effectuée par les méthodes classiques pour les sujets matures et permet d’accéder a cette
information pour les individus immatures.

La méthode employée dans notre étude est la plus communément utilisée a la fois dans le
domaine de la paléogénétique mais également dans delui de 1’identification des individus en
Meédecine Légale. Cette méthode est basée sur I’amplification d’une région du premier intron
du géne de I’amélogénine qui comporte une délétion de 6pb sur le chromosome X. Cette
technique, décrite par Sullivan ef al. en 1993, utilisait a 1’origine un couple d’amorces
entrainant D’amplification de fragments de 212 et 218pb respectivement pour les
chromosomes X et Y. Les kits d’amplification utilisés dans notre étude comprennent deux
paires d’amorces plus proches de la cible permettant I’amplification de fragments de 106pb
pour le chromosome X et 112pb pour le chromosome Y.

Il existe de rares cas qui peuvent conduire a une interprétation erronée des données. Des
délétions du géne de I’amélogénine peuvent survenir sur le chromosome Y (Santos et al.,
1998) ou X (Shewale et al., 2000) cependant ces anomalies sont extrémement rares.
Toutefois, dans certaines populations, notamment indienne (Cadenas et al., 2006), il semble

que les délétions sur le chromosome soient plus fréquentes.
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111.3.2.2 Les STR autosomaux

I11.3.2.2.1 Généralités et propriétés

Le génome humain est compos¢ de séquences codantes communément appelées génes mais il
est principalement formé par des parties dites non codantes qui ne sont pas directement
impliquées dans la synthése de protéines. Environ 30% de I’ADN non codant est composé par
des séquences répétées dont la longueur et le nombre de répétition des motifs est variable. Les
régions comportant des motifs répétés allant de 2 a 6pb sont appelées microsatellites ou Short
Tandem Repeats (STR) et représenteraient 3% du génome total (d’aprés I’International
Human Genome Consortium, 2001). Les STR sont présents sur I’ensemble des autosomes et
¢galement sur les chromosomes X et Y et son répartis en moyenne toutes les 10kb. La
position chromosomique permet de définir un locus, ou marqueur, pour lequel le nombre de
répétition définissent les alléles. Le nombre de répétition de ces marqueurs est trés variable
suivant les individus ce qui en fait des marqueurs de choix pour I’identification des personnes.
Pour I’ensemble des chromosomes, excepté le chromosome Y, I’individu recoit un all¢le de
son pere et un de sa mére suivant le modele mendélien ce qui permet d’envisager 1’analyse
des relations de parenté existant entre les individus.

Le taux de mutation des STR autosomaux est faible et varie suivant les loci de 0 & 7x107. 1l
apparait également des différences entre les sexes sachant que le taux de mutation est plus
important (environ 5 fois plus élevé) chez les hommes que chez les femmes ; 1’age est
¢galement un facteur qui peut entrainer une augmentation du taux de mutation (Brinkmann et

al., 1998).

I11.3.2.2.2 Artéfacts d’amplification

Le typage de STR a partir d’échantillons anciens peut présenter des difficultés du fait des
altérations subies par les molécules d’ADN ainsi que des concentrations faibles ce qui a
tendance a favoriser I’apparition d’artéfacts d’amplification.

L’absence d’amplification est le probléme auquel nous avons été le plus fréquemment
confronté¢ (cf chapitre IV.3.2 Efficacit¢ de typage). La taille des marqueurs pouvant étre
relativement importante, jusqu’a 400pb, il n’est pas rare que I’ADN présent dans le tissu

ancien soit trop fragmenté pour permettre 1’amplification des fragments de grande taille.
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Outre la fragmentation du brin d’ADN, les variations stochastiques liées a I’amplification
d’ADN en faible quantit¢ vont également étre responsables d’absence d’amplification
(Whitaker et al., 2001).

La perte d’hétérozygotie (ou allelic dropout) est également un des artéfacts fréquemment
rencontré lors de I’analyse de STR sur de I’ADN dégradé et/ou en faible nombre de copies.
Cette absence d’amplification pour un seul des deux all¢les affecte généralement 1’alléle de
plus haut poids moléculaire. Cependant dans le cas de I'utilisation de conditions de PCR
comprenant un nombre de cycles plus important (i.e. 34 cycles), I’allele de plus petite taille
peut également étre affecté (Schneider et al., 2004).

Ces deux types d’absence d’amplification peuvent étre en rapport avec la fragmentation du
brin d’ADN mais également avec la présence d’une mutation dans la zone d’hybridation
d’une des amorces (Butler, 2005). Les insertions, délétions ou les changements de base a
proximité de I’extrémité 3’ de la zone d’hybridation des amorces sont les mutations les plus
fréquemment décrites comme responsables des absences d’amplifications (Budowle et al.,
2001 ; Budowle et Sprecher, 2001). Du fait des dégradations subies par les molécules d’ADN
issus de tissus anciens ces modification peuvent survenir et par conséquent étre responsable
de ce type d’erreurs lors du typage de STR.

La présence de pics de moindre intensité localisés en amont du pic principal peut étre
observée lors de I’analyse des électrophorégrammes. Ces pics surnuméraires, ou stutters,
peuvent compliquer 1’interprétation des profils lorsqu’on se trouve en présence de pics de
faible intensité, fréquents lors de I’analyse d’échantillons d’ADN dégradé. Ces stutters
correspondent généralement a 1’allele du sujet moins une répétition et proviennent d’un
mésappariement lors de la réplication qui va entrainer une insertion (rare) ou une délétion (cf
Figure 25). Ces artefacts sont plus fréquents sur les loci présentant un faible nombre de

répétition et dont le motif de base est court (Butler et al., 2005).

116



— aata H cata H catA |—b

GATA H GATA H GATA H GATA |-| GATA |-| GATA |—

—| GATA |-| GATA |-| GATA |-| GATA |-| GATA |-| GATA |—

b

Figure 25 : Modes de formation des stutters : a: réplication normale, b : apparition d’un
stutter en raison d’un glissement en arriére, ¢ : mode le plus fréquent de formation des stutters

par glissement en avant de la polymérase.

La fréquence d’apparition de ces artéfacts peut étre relativement élevée lors de ’analyse
d’échantillons anciens. Afin de s’assurer de la validité des résultats, la réplication de chaque
amplification, pour chaque extrait mais également a partir d’ADN provenant de différentes

extractions, est particuliérement importante.

I11.3.2.2.3 Amplification et analyse

Pour le typage des STR autosomaux nous avons utilisé les kits Ampf/[STR® Profiler Plus™
lors de la premiére année puis le kit Ampf/STR® Identifiler™. Le kit Profiler Plus™ permet
I’amplification simultanée de 9 loci (FGA, vWA, D3S1538, D5S818, D75820, D8S1179,
D13S317, D18S51, D21S11) plus le locus de I’amélogénine. Le kit Identifiler ™ comprend 6
loci supplémentaires (CSF1PO, THO1, TPOX, D16S539, D2S1338, D19S433). La taille des
différents loci amplifiés ainsi que les fluorophores utilisés pour les marqueurs sont résumés
dans les schémas des figures 26 et 27.

Outre un pouvoir de discrimination plus important (en raison du nombre de marqueurs accru),
le kit Identifiler™ présente deux innovations techniques par rapport au kit Profiler Plus™
permettant la réduction de la taille des amplicons par I’utilisation de fluorophores
supplémentaires et par I’utilisation de courtes séquences hexanucléotidiques liées aux
amorces de PCR permettant de séparer les fragments de tailles similaires provenant de loci

différentes. Cependant, I’augmentation du degré de multiplexage est souvent décrite comme
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responsable d’une diminution de 1’efficacité d’amplification pour des extraits dont ’ADN est
dégradé et/ou en faible nombre de copies. Nous avons par conséquent évalué 1’efficacité de

typage de chacun des multiplexes (cf chapitre 1V.3.2 Efficacité de typage).

Profiler Plus™
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Figure 26 : Fluorophores et échelle de taille des produits de PCR suivant les loci inclus dans
le kit AmpfISTR® Profiler Plus™ (modifi¢ d’aprées STR DNA Internet database :

http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/multiplx.htm).

AmpFISTR® Identifiler™

L]
100 bp 200 bp

oAV

Blue

e oA (o [NDEN WhieN WS

Green

L] ) L]
a00 bp 400 bp

D19 vivaA TPOX D18
Yellow
T
Red :. 'R B | ' B
117 | 11| | | | |
1.17, | | RER | | | | | | |
Orange GS500-internal lane standard

Figure 27 : Fluorophores et échelle de taille des produits de PCR suivant les loci inclus dans
le kit AmpfISTR® Identifiler™ (modifi¢ d’aprés STR DNA Internet database :

http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/multiplx.htm).

L’amplification des STR autosomaux a été réalisée conformément aux recommandations du
fabricant, a I’aide d’un thermocycleur Biometra T3™ (Biometra®) qui posséde 3 blocs
séparés ce qui présente I’avantage de pouvoir amplifier séparément les échantillons anciens et

les contrdles positifs. Le volume réactionnel final était de 10ul pour le kit Profiler Plus™
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contenant : de 1 a 3ul d’extrait d’ADN (ajusté en fonction des résultats de la quantification) ;
3,8ul de PCR Amplification Mix™ ; 2ul de Primer Set™ ; 0,2ul d’AmpliTaq Gold™ (soit
une unité) et de 0 a 3ul d’H,O QSP 10ul.

Pour le kit Identifiler™, le volume réactionnel final était de 12,5ul contenant: de 1 a Sul
d’extrait d’ADN ; 5,25ul de PCR Mix ; 2,75ul de Primer Mix ; 0,25ul de d’AmpliTaq Gold et
de 0 a 4ul d’H,O QSP 12,5ul.

Le nombre de cycles d’amplification a ét¢ modifié en tenant compte des résultats de la
quantification réalisée en amont. L’amplification a été réalisée suivant les recommandations
pour le typage d’extraits contenant un faible nombre de copies qui permettent théoriquement
d’amplifier une copie de séquence cible (Gill et al., 2000). Les conditions d’amplification
utilisées sont les suivantes : 11 minutes de dénaturation a 94°C suivies par 34 cycles,
comportant chacun 1 minute de dénaturation a 94°C, 1 minute d’hybridation a 59°C et 1
minute d’élongation a 72°C. Ensuite, une période d’¢longation finale de 45 min a 60°C suivie
d’une phase a température constante a 4°C. Les produits d’amplification sont ensuite
conservés a 4°C. L’augmentation du nombre de cycles de PCR peut, cependant, entrainer une
augmentation de I’apparition de certains artéfacts d’amplification. Il est donc crucial dans ces
conditions de répéter les analyses afin de pouvoir comparer les résultats entre les différentes

extractions pour s’assurer de la validité des profils obtenus.

L’analyse des produits de PCR a été réalisée par électrophorése capillaire sur un séquenceur
automatique ABI PRISM® 3100 (Applied Biosystems). Pour chacun des deux Kkits
d’amplification des STR autosomaux 1,5l de produit de PCR est mélangé a 9ul de HI-DI
Formamide (Sigma) et a 0,5ul de marqueur de taille (400HD ROX size Standard (Applied
Biosystems) pour le kit Profiler Plus™ et GS 500 LIZ size Standard (Applied Biosystems)
pour le kit Identifiler™). Les échantillons sont dénaturés durant 4 minutes a 95°C puis placés
immédiatement sur une plaque réfrigérée pour éviter toute ré-hybridation des brins d’ADN.
De plus, pour chaque analyse une échelle allélique est ajoutée dans un des puits afin de
s’assurer de [’attribution correcte des alléles aux différents pics. Les résultats de

1¢lectrophorése ont ét¢ analysés avec le logiciel GeneMapper v1.02 (Applied Biosystems).
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I11.3.2.2.4 Détermination des relations de parentés

Les relations de proche parenté entre sujets inhumés au sein d’un méme site funéraire ou dans
un méme alas ont été testées grace aux résultats des STR autosomaux tout en tenant compte
des données obtenues pour les marqueurs a transmission uniparentale pour la formulation des

hypothéses.

Comme étape préalable a tout calcul, il a été nécessaire de constituer une banque contenant
les fréquences alléliques des différents loci étudiés pour la population Yakoute. En effet,
suivant les populations considérées, les fréquences alléliques varient de maniére importante et
peuvent entrainer des biais dans les calculs des relations de parenté.

Lors des missions de la MAFSO, des prélévements ont été réalisés au sein des populations
habitant a proximité des sites archéologiques fouillées. Ces prélévements ont permis de
constituer une base de données de comparaison contenant les profils génétiques de 156
individus. Les prélévements ont été réalisés de maniére anonyme et les personnes ont été
informées de I’utilisation strictement limitée au cadre de recherche qui serait fait de ces
prélévements. Nous avons interrogé les personnes sur les origines de leurs parents, grands-
parents et dans la mesure du possible arriere-grands-parents. Les échantillons provenant de
personnes attestant d’un ancétre d’origine européenne n’ont pas été pris en compte dans
I’analyse afin de limiter les variations par rapport aux fréquences de la population yakoute
ancienne. De plus, les données provenant de sujets anciens ayant permis 1’obtention de profils
complets ont également été inclues dans la banque de fréquence dans le but d’augmenter
I’effectif total et ainsi de limiter les biais d’échantillonnage et les variations par rapport a la
populations ancienne.

Les fréquences alléliques pour chaque locus ont été calculées a I’aide du logiciel YCDMA

(http://perso.orange.fr/daniel. montagnon/Y CDMADFra.htm).

Nous avons pu évaluer trois types de relations de proche parenté : (i) les relations de filiation
(y compris lorsque le génotype d’un des parents est manquant) en utilisant les formules

proposées par le DNAview user’s group (http://www.dna-view.com/patform.htm et

http://www.dna-view.com/mothless.htm#N_1 ); (ii) les relations de type fratrie d’apres les

formules proposées par Buckleton (2005) et (iii) les relations de type oncle-neveu, demi-

fréres et cousins pour lesquels les formules de calcul sont identiques (Bukleton, 2005). Les
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rapports de vraisemblance (ou /ikelihood ratio, LR) ont été calculés pour les relations de

parenté pouvant exister entre les sujets.

I11.3.3 Les marqueurs a transmission uniparentale

111.3.3.1 Haplotypes et haplogroupes

Contrairement aux STR autosomaux qui sont transmis pour moiti€ par chacun des deux
parents, les marqueurs portés par le chromosome Y sont transmis exclusivement par le pere a
ses fils et le génome mitochondrial est transmis presque exclusivement par la meére a
I’ensemble de ses enfants.

A une échelle plus large, il est possible de regrouper les haplotypes au sein d’haplogroupes.
Ces ensembles d’haplotypes partageant des alléles ou des mutations en commun ont une
histoire évolutive commune et permettent d’appréhender les migrations et I’histoire évolutive

des populations humaines.

I11.3.3.1.1 La notion d’haplotype

Un haplotype correspond au génotype haploide présent a deux ou plusieurs sites polymorphes
d’un méme chromosome ou d’une méme région d’intérét (e.g. un génome entier comme le
génome mitochondrial ou une portion d’un chromosome) (Templeton, 2005). Les sites
polymorphes définissant I’haplotype peuvent étre des polymorphismes ponctuels de séquence
(SNP : Single Nucleotide Polymorphism), des insertions/délétions ou encore les alléles de
différents STR. Les individus qui partagent le méme état génétique pour I’ensemble des sites
polymorphes de la région d’intérét font partie du méme haplotype. Ainsi il sera possible de
définir des lignées paternelles et maternelles pour les individus qui présentent le méme
ensemble d’alleles pour les STR du chromosome Y ou pour les sujets possédant des mutations

similaires dans les régions hypervariables de I’ADN mitochondrial.

Au sein d’'une méme population il est possible de comparer les haplotypes des différents

individus afin de définir les lignées paternelles/maternelles présentes. Cette comparaison
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intra-population permet, pour les individus inhumés a proximité, de mettre en évidence
I’appartenance a une méme cellule familiale ou d’envisager le type de structure sociale qui
prévalait dans la population.

L’accumulation des mutations au cours du temps va conduire a la différenciation des
haplotypes ce qui permet de proposer des schémas de dispersion en relation avec les
trajectoires des différents flux de génes et par inférence avec les mouvements des populations
(Underhill, 2003). La comparaison de la distribution et de la fréquence des haplotypes de
maniére inter-populationnelle permet d’apporter des informations sur les affinités entre
groupes ethniques. Cependant, suivant les marqueurs considérés, il est parfois difficile de
retrouver des haplotypes partagés entre les populations il devient alors nécessaire de
considérer les haplogroupes auxquels sont affiliés les haplotypes afin d’avoir une vision des
é¢venements a une échelle plus large.

Pour les études en anthropologie moléculaire, il est possible de comparer, pour une méme
population, les fréquences haplotypiques mais a des époques différentes. La mise en évidence
des changements survenus au cours du temps permet de visualiser les modifications subies
par la population ou au contraire la pérennité de certaines lignées. Il faut toutefois prendre en
compte les effectifs étudiés et garder a D’esprit qu’un biais d’échantillonnage peut étre
responsable de I’absence d’un haplotype ancien dans la population moderne sans qu’il y ait eu
disparition de celui-ci. Dans ce cas, il sera également intéressant de recourir a la distribution

et aux fréquences des haplogroupes partagés entre les différentes périodes.

I11.3.3.1.2 La notion d’haplogroupe

La notion d’haplogroupe peut renvoyer a différentes définitions: un haplogroupe peut
correspondre a un ensemble d’haplotypes dérivant d’un haplotype ancestral commun et
présentant des alléles ou des mutations en commun pour I’ADN mitochondrial. Cependant,
concernant le chromosome Y, un haplogroupe correspond généralement a une lignée
paternelle caractérisée par la présence d’un ou plusieurs SNP (de Knijff, 2000). Les
haplogroupes sont généralement continents ou régions spécifiques (Pakendorf et Stoneking,
2005) et certains peuvent parfois étre spécifiques a une population donnée (cf Figure 28).

Dix huit haplogroupes principaux sont définis pour le Chromosome Y et il existe plus de 25
haplogroupes pour I’ADN mitochondrial. Afin d’augmenter la résolution et les possibilités de
différenciation des haplogroupes, des sous-haplogroupe sont généralement définis (cf Figure

29).

122



I e e e e

Figure 28 : Carte de la distribution globale des haplogroupes du chromosome Y (d’apres
Jobling et Tyler-Smith, 2003).
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Figure 29 : Exemple de réticulation d’un haplogroupe en sous-haplogoupes. L’haplogroupe
du chromosome Y, G, a été subdivisé¢ en différents sous-haplogroupes en fonction des

mutations.

L’affiliation a un haplogroupe se fait, pour le chromosome Y comme pour 1I’ADN
mitochondrial, en considérant un ensemble de positions polymorphes dont les positions sont
déterminées par rapport a une séquence de référence (e.g. séquence de I’ADN mitochondrial
publiée par Anderson en 1981). La détermination fine de I’haplogroupe d’un individu ancien
peut par conséquent présenter des difficultés du fait de la nature dégradée de la molécule
d’ADN. Les études sur les populations actuelles utilisent en majorité des enzymes de
restrictions permettant de différencier les bases présentes a une position donnée. Cependant
ces méthodes ne sont pas adaptées a 1’étude de I’ADN ancien en raison des quantités d’ADN
nécessaires puisque chacune des positions doit étre analysée a I’aide d’une enzyme de
restriction spécifique ce qui implique des amplifications séparées. De plus, les risques de

digestion partielle peuvent entrainer des erreurs d’interprétation des résultats (Kolman et
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Tuross, 2000). D’autres méthodes applicables a I’ADN ancien sont aujourd’hui disponibles
pour la détection de ces mutations ponctuelles: la méthode APLP (Amplified Product Lenght
Polymorphism) (Adachi et al., 2004), la technique d’extension d’amorce SNaPshot (Brion et
al., 2005 ; Bouakaze et al., soumis (Annexe 4) ; Lee et al., 2006) ou encore la spectrométrie
de masse MALDI-TOF (Petkovski et al., 2005).

Il est également possible d’affilier un haplotype a un haplogroupe par inférence en comparant
par la méthode de near-matching (Yao et al., 2002) I’haplotype du sujet a des haplotypes déja
publiés et pour lesquels toutes les informations sont disponibles. Dans notre étude, nous avons
utilisé cette méthode afin de déterminer les haplogroupes des sujets anciens analysés. Dans le
cas ou la séquence exacte n’est pas retrouvée, il existe des positions dans les régions
hypervariables que I’on peut qualifier de diagnostiques pour les différents haplogroupes. Il est
possible de vérifier la présence de ces positions dans 1’haplotype du sujet que 1’on désire
affilier et ainsi de rattacher de maniére indirecte une séquence a un haplogroupe. La
construction de Network (Bandelt et al., 1999) dans lesquels les haplotypes des sujets anciens
sont analysés conjointement avec des haplotypes dont ’affiliation est connue peut représenter

une alternative aux méthodes précédentes.

111.3.3.2 Les marqueurs du chromosome Y

Les marqueurs présents sur le chromosome Y dans la région non recombinante (NRY) sont
transmis de maniére strictement paternelle de génération en génération et ce sans subir de
modification excepté des mutations. Il est ainsi possible de suivre la transmission des lignées
paternelles au cours du temps et d’avoir accés aux schémas de migrations et aux éveénements
démographiques survenus dans les populations masculines. Il existe deux types de marqueurs
sur le chromosome Y : les STR qui permettent de définir 1’haplotype du sujet et les marqueurs
bi-alléliques, SNP et insertion 4A/u, qui caractérisent les haplogroupes. L’étude conjointe de
ces deux types de marqueurs, dont les taux de mutations sont différents, permet donc d’avoir

une vue d’ensemble de 1’évolution des lignées masculines (Jobling et Tyler-Smith, 1995).
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I1.3.3.2.1 Les STR

L’¢étude des lignées paternelles de nos échantillons anciens a été effectuée par 1’analyse des
STR localisés sur le chromosome Y. Les différents loci analysés sont localisés dans la région
non recombinante du chromosome Y (NRY) qui représente 95% de celui-ci. Ces marqueurs
sont liés et se transmettent par conséquent en un seul bloc aux sujets masculins de la
génération suivante ce qui permet de suivre leur transmission sur de nombreuses générations.
Les taux de mutation des différents loci ne sont pas identiques et une corrélation existe entre
la taille du motif répété et le nombre moyen de répétitions (Forster et al., 2000). Comme pour
les STR autosomaux les changements d’une répétition sont plus fréquents que les
modifications affectant plusieurs répétitions, tout comme les gains d’un alléle par rapport a
une perte (Kayser et al., 2000 ; Dupuy et al., 2004). Les taux de mutation varient suivant les
loci considérés, ils sont toutefois relativement élevés et le taux moyen est de 3,17x107
(Kayser et al., 2000). Il existe une contre partie a ces taux de mutation plus important : il est
possible de retrouver des haplotypes identiques non pas par descendance mais par
convergence (de Knijff et al., 2000). Deux individus pourront par conséquent posséder le
méme haplotype sans pour autant partager un réel ancétre commun ce qui peut représenter un
biais lors de la recherche des haplotypes partagés et conduire a des erreurs importantes lors

des analyses phylogénétiques.

Pour le typage des STR nous avons utilisés deux kits commerciaux : le kit PowerPlex® Y
(Promega) qui permet d’amplifier simultanément 11 loci (DYS19, DYS385a/b, DYS3891,
DYS389II, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438, DYS439) puis le kit
AmpFI/STR® Y-Filer™ (Applied Biosystems) qui contient 5 loci supplémentaires (DY S448,
DYS456, DYS458, DYS635 et GATAH4) (Figures 30a et 30b). L’utilisation dans le kit Y-
Filer™ de cinq fluorophores permet d’augmenter le degré de multiplexage sans augmenter la
taille des amplicons ce qui est un point crucial dans I’analyse d’ADN dégradé ou en faible
nombre de copies. De plus, ’augmentation du nombre de loci confere une meilleure précision
dans la définition des haplotypes. Le risque d’erreur d’obtenir des similitudes entre deux
individus en raison d’événements de mutation convergente et non pas d’une appartenance a

une méme lignée paternelle est par conséquent réduit.
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Figure 30a : Fluorophores et échelle de taille des produits de PCR des loci inclus dans le kit
PowerPlex® Y (modifieé d’apres STR DNA Internet database :
http://www.cstl.nist.gov/div83 1/strbase/multiplx.htm).

AmpF/STR® Yfiler™

1 1 1 T T | 1 T T
100 bp 200 bp 300 bp

Biug

vIC DYS458  DYS19  DYSIssab

Green

I I I 1
400 bp

DYS393 DYS391 DYS439 DYS635 DYS392

Yelow
FET I D S e
Red

Grarie il | - }
GS500-internal lane standard

Figure 30b : Fluorophores et échelle de taille des produits de PCR des loci inclus dans le kit
Ampf/I[STR®  Yfiler™  (modifi¢ = d’aprés STR  DNA  Internet  database :
http://www.cstl.nist.gov/div83 1/strbase/multiplx.htm).

Considérant le faible nombre de copies de départ, nous avons appliqué les mémes conditions
d’amplification concernant le nombre de cycles que pour les STR autosomaux.

Pour le kit PowerPlex® Y, la PCR a été réalisée dans un volume final de 10ul contenant :
1,25ul de tampon ; 1,25ul de Primer Mix ; 0,3ul d’AmpliTaq Gold ; un volume d’extrait
variant de 1 a 9,7ul suivant la concentration en ADN et un volume d’eau QSP 10ul
L’amplification a été réalisée sur un thermocycleur T3 (Biometra) dans les conditions

suivantes : une premiére étape d’activation de I’enzyme durant 11min a 95°C; 2min de
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dénaturation a 96°C puis 10 cycles comprenant: Imin de dénaturation a 94°C, lmin
d’hybridation a 60°C et 1min30sec d’¢longation a 70°C ; suivis par 22 cycles comprenant :
10min de dénaturation a 90°C, 1min d’hybridation a 58°C et Imin30sec d’¢élongation a 70°C
et enfin une phase d’extension finale de 30min a 60°C.

Pour le kit AmpfI[STR® Yfiler™, la PCR a été réalisée dans un volume final de 12,5pl
contenant : 4,6ul de PCR Mix, 2,5ul de Primer Mix, 0,4ul d’AmpliTaq Gold, un volume
d’extrait variant de 1 a 5Spl suivant la concentration et une volume d’eau QSP 12,5ul.
L’amplification a été réalisée en appliquant les conditions suivantes : 11min d’activation de
I’enzyme a 95°C ; 34 cycles comprenant 1min de dénaturation a 94°C, Imin d’hybridation a

61°C, 1min d’¢élongation a 72°C et enfin 80min d’extension finale & 80°C.

Pour les deux kits, 1’¢lectrophorése et I’analyse de fragments ont été réalisées sur un
séquenceur automatique ABI PRISM® 3100 (Applied Biosystems) en utilisant les paramétres
recommandés par le fabricant. L’analyse des résultats a été réalisée a I’aide du logiciel

Genemapper v1.02 (Applied biosystems).

111.3.3.2.2 Les SNP

Les SNP présents sur le chromosome Y sont des marqueurs plus stables que les STR en raison
de leur taux de mutation moins élevé (2x10™ mutation par base par génération (Nachman et
Crowell, 2000)). Ces marqueurs permettent par conséquent de suivre des événements a une
¢chelle de temps plus large et sont donc essentiels dans les études portant sur 1’histoire
évolutive des populations humaines (Underhill, 2003).

Il semble possible de suivre les événements de dispersion et de séparation survenus depuis la
sortie d’Afrique des Hommes anatomiquement modernes en retracant 1’apparition des
différentes mutations, les SNP permettant de ponctuer les différentes étapes des grandes
migrations humaines. Ainsi chacun des 18 haplogroupes majeurs peut étre caractérisé par un
SNP spécifique, il est par conséquent possible, en s’appuyant sur les données de la littérature,
d’établir un panel de SNP qui correspondront aux haplogroupes les plus fréquemment
rencontrés dans une population donnée (Brion et al., 2005). Une caractérisation plus fine de
chaque haplogroupe est également possible puisque 153 haplogroupes ou sous-haplogroupes
ont ainsi été caractérisés par le typage de 245 SNP

(http://yce.biosci.arizona.edu/nomenclature _system/results.html).
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L’analyse des SNP du chromosome Y a été réalisée au laboratoire en utilisant deux approches
différentes : le typage par spectrométrie de masse MALDI-TOF et I’extension d’amorces a
I’aide du kit SNaPshot™ (Applied Biosystems). Nous ne détaillerons pas ces techniques qui
sont décrites respectivement dans la thése de Doctorat du Dr Petkovski et dans 1’article de
Bouakaze et collaborateurs (Annexe 4).

La méthode MALDI-TOF a été utilisée afin de typer le SNP TAT qui est présent a une
fréquence trés importante dans la population Yakoute, de 80 a 100% suivant les études (Zerjal
et al., 1997 ; Karafet et al., 1999 ; Lahermo et al., 1999 ; Pakendorf et al., 2002 et 2006) et
qui détermine 1’appartenance a I’haplogroupe N3.

Le kit SNaPshot a été utilisé pour I’analyse simultanée de 13 SNP (RPS4Y, M216, M217,
M89, M9, TAT, M175, M242, M3, M173, M17) qui permettent de déterminer I’affiliation a
11 des principaux haplogroupes rencontrés en Sibérie, en Mongolie et chez les populations
Amérindiennes (C, C3, F, K, N3, P, O, Q, Q3, R1, R1al).

La quantité d’extrait d’ADN a disposition étant un facteur limitant pour 1’analyse des SNP du
chromosome Y, nous avons limité le typage en prenant en compte les haplotypes STR
partagés dans nos échantillons anciens mais €¢galement avec les échantillons modernes. Les
SNP étant des marqueurs signant des événements plus anciens que les STR, des haplotypes

STR identiques appartiennent au méme haplogroupe.
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111.3.3.3 L’ADN mitochondrial

I11.3.3.3.1 Généralités et propriétés
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Figure 31 : Carte schématique de ’ADN mitochondrial humain (d’aprés MITOMAP: A

Human Mitochondrial Genome Database. http://www.mitomap.org, 2006).

Le génome mitochondrial est principalement composé¢ de régions codantes a I’exception d’un
fragment d’une longueur d’environ 1100pb qui est impliqué dans les fonctions de régulation :
la région contréle ou D-loop, localisée entre les positions nucléotidiques 16024 et 576. La D-
loop comprend trois régions hypervariables comprises entre les positions 16024 et 16400, 44-

340 et 438 et 576 désignées respectivement par HV1 (Hyper Variable 1), HV2 et HV3

(Brandstatter et al., 2004) (Figure 31).
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Figure 32 : Carte schématique de la région contréle de I’ADN mitochondrial. Les positions
nucléotidiques sont données en accord avec la numérotation de la rCRS (Andrews et al.,

1999). (Oy : origine de réplication).

Depuis I’étude des variations au sein de I’ADNmt humain par Brown en 1980, ce génome a
¢été utilisé dans de nombreuses études sur I’évolution, les migrations et les relations entre les
différentes populations humaines actuelles mais aussi du passé. Cet usage largement répandu
est en relation avec certaines spécificités qui font de I’ADN mitochondrial un outil
particulierement bien adapté. Ces propriétés incluent : une transmission quasi-exclusivement
maternelle, une absence de recombinaison, un taux de mutation plus important que celui de

1’ADN nucléaire et surtout un nombre de copies par cellules important.

Le mode de transmission uniparental fait de I’ADNmt un marqueur moléculaire
particulierement intéressant pour retracer les origines des lignées maternelles d’une
population sans 1’influence des recombinaisons propres a I’ADN nucléaire. Cette transmission
uniquement maternelle provient du fait que seules les mitochondries présentes dans 1’ovocyte
seront transmises lors des divisions cellulaires. La téte du spermatozoide étant, en effet,
dépourvue de mitochondries et celles présentes dans le flagelle ne pénétrant que trés rarement.
De plus, les mitochondries provenant des spermatozoides sont éliminées dans 1’ovocyte
(Manfredi et al., 1997 ; Shitara et al., 1998). La présence de mitochondries d’origine
paternelle est donc rare et on peut considérer a I’heure actuelle que ’ADNmt d’un individu
est d’ascendance strictement maternelle (Giles et al., 1980 ; Schwartz et al., 2003; Pakendorf

et al., 2005).

L’absence de recombinaison est également une spécificité notable de I’ADNmt. Cette
propriété fut remise en cause par la publication de quatre articles dans lesquels les auteurs
avancaient avoir observé plusieurs €événements de recombinaison au sein du génome
mitochondrial (Awadalla et al., 1999 et 2000; Eyre-Walker et al., 1999; Hagelberg et al.,
1999). La vérification ultérieure de ces données permis de mettre en évidence que ces

conclusions provenaient, en fait, d’erreurs lors de 1’alignement des séquences ou de données
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erronées (Arctander 1999 ; Jorde et Bamshad, 2000 ; Kumar et al., 2000 ; Merriwether et
Kaestle, 2000 ; Parsons et al., 2000). Toutefois, deux équipes ont mis en évidence des
recombinaisons chez des sujets dont I’ADNmt provenait des deux parents (Schwartz et
Vissing, 2002 ; Kraytsberg et al., 2004). Cette découverte souligne que les recombinaisons
sont possibles puisque les mitochondries possédent une recombinase fonctionnelle
(Thyagarajan et al., 1996). Toutefois, les modalités de fusion des mitochondries dans les
cellules qui permettraient aux génomes de se recombiner restent a préciser (Enriquez et al.,
2000 ; Ono et al., 2001 ; Legros et al., 2002). En outre, ces évenements sont restreints a des
cas exceptionnels, la recombinaison ne représente, par conséquent, pas un probléme majeur

dans les études de génétique des populations ou d’anthropologie moléculaire.

Les taux de mutation de I’ADN mitochondrial sont beaucoup plus élevés que ceux du génome
nucléaire. Cette différence serait due a un renouvellement des mitochondries plus rapide que
celui des cellules (Brown et al.. 1982). De plus, la matrice mitochondriale est un milieu tres
oxygéné ce qui va favoriser les dommages oxydatifs subis par I’ADNmt qui ne posseéde pas
d’histones protectrices et présente des mécanismes de réparation limités (Richter ez al.. 1988 ;
Wallace 1994). Enfin, la polymérase des mitochondries posséde une fiabilité réduite
(Budowle ef al., 2003). Le taux de mutation est d’environ 1,70 x 10 substitutions par site et
par an si on considére le génome entier et que I’on exclut la région contréle (Ingman et al.,
2000). En effet, les taux de mutation observés dans la D-loop sont plus importants mais la
valeur exacte est fonction de la position nucléotidique considérée. La région contrdle présente
des positions pour lesquelles les taux de mutation sont hétérogenes, certaines positions, ou
"hot spot" (cf infra), étant soumises a des mutations de manicre récurrente qui vont entrainer
des taux de mutations jusqu’a 5 fois supérieurs a ceux normalement observés (Meyer et al.,
1999 ; Heyer et al., 2001). De plus, I’estimation précise du taux de mutation différe entre les
¢tudes basées sur I’étude de généalogies et celles basées sur la phylogénie (Pidibo, 1996 ;
Macaulay et al., 1997 ; Jazin et al., 1998). Dans le premier cas les sites a évolution rapide
sont principalement détectés alors que dans le second tous les sites polymorphes sont pris en
compte mais les événements de dérive et de sélection vont influer sur les estimations (Howel
et Smejkal, 2003). Les valeurs des dates de coalescence entre deux lignées maternelles
peuvent par conséquent varier grandement suivant les taux de mutation pris en compte. Pour
les études portant sur des événements anciens, il sera préférable d’utiliser les valeurs obtenues

a partir des études phylogénétiques alors que pour I’histoire d’une population spécifique

131



I’utilisation de modeles prenant en compte des taux de mutation variables observées dans les

généalogies sera préférable (Oota et al., 2001 ; Heyer et al., 2003).

Chaque mitochondrie posséde plusieurs copies du génome et les cellules possédent un grand
nombre de mitochondries (jusqu’a plusieurs milliers, le nombre exact étant fonction du tissu
considéré). Par conséquent, le nombre de copies du génome mitochondrial dans chaque
cellule est trés important. Ceci représente un avantage lors de I’amplification des séquences
cibles et en fait un outil de choix pour les études portant sur des échantillons anciens ou pour
I’analyse de cas médicaux légaux. En effet, il sera beaucoup plus aisé d’étudier I’ADNmt par
rapport a ’ADN nucléaire dont chaque cellule ne présente qu’une seule copie. Les études
portant sur les échantillons agés de plusieurs dizaines de milliers d’années tels les
Néandertaliens portaient, jusqu’a présent, exclusivement sur I’ADNmt (Krings et al., 1997 ;
Orlando et al. 2006). 11 a également été rapporté dans une étude récente que la membrane des
mitochondries pouvait représenter une barriére vis a vis des agents participant a la dégradation
des acides nucléiques. De ce fait ’ADNmt, en plus de sa présence en un plus grand nombre
de copies, pourrait étre mieux protégé que I’ADN nucléaire (Gilbert et al., 2006b).

Le nombre important de mitochondries dans la cellule peut néanmoins compliquer
I’interprétation des analyses par I’apparition d’une variabilité individuelle et fait apparaitre

une des premiéres contraintes inhérentes a I’analyse du génome mitochondrial.

111.3.3.3.2 Les contraintes

111.3.3.3.2.1Les hétéroplasmies

Une hétéroplasmie est définie par la coexistence dans une cellule ou un tissu de deux ou
plusieurs populations de mitochondries possédant un génome dont la composition
nucléotidique est différente. En prenant en compte cette définition il est possible de distinguer
deux types d’hétéroplasmies : les hétéroplasmies ponctuelles, qui n’affectent qu’une position
donnée et les hétéroplasmies de longueur, qui vont se manifester par 1’insertion ou la délétion
d’un ou plusieurs nucléotide.

Les hétéroplasmies ponctuelles peuvent provenir de la présence de mitochondries d’origine
paternelles ; cependant comme nous 1’avons vu précédemment ces cas sont extrémement

rares. Les cas les plus fréquents sont représentés par la transmission dans un tissu d’une
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population de mitochondries dont le génome a subit une ou plusieurs mutations qui ne sont
pas retrouvés dans les autres populations mitochondriales du méme individu.

Les mécanismes ainsi que la fréquence des événements conduisant a la persistance de ces
différentes populations de mitochondries restent encore assez mal connue. Cependant il
semble que des processus de ségrégation interviennent trés tot durant 1’oogenése ce qui
entrainerait des phénomenes de goulot d’étranglement (Brown et al., 2001 ; Poulton et
Marchington, 2002). Lors de cette sélection certains variants pourraient étre transmis dans des
proportions plus ou moins importante définissant le taux d’hétéroplasmies chez le sujet
adulte. En outre, certains tissus sont décrits comme présentant des taux d’hétéroplasmies
important. Les cellules corticales de la tige des cheveux peuvent notamment posséder des
mitochondries provenant des cellules germinales du bulbe et d’autres provenant des
mélanocytes (Linch ez al., 2000) ce qui pourra entrainer des taux d’hétéroplasmies élevés si
des mutations différentes ont affecté les populations de mitochondries présentes dans ces deux
lignées cellulaires. Ainsi la fréquence des positions hétéroplasmiques dans les séquences
obtenues a partir d’ADN extrait de cheveux sont particuliérement ¢levées (Grzybowski, 2000;

Grzybowski et al., 2003; Brandstitter et al., 2003; Sekiguchi et al., 2004) (cf Figure 33).

Os < Dent < Cheveux

Brin sens

Brin anti-sens

Figure 33 : Exemple d’hétéroplasmie en position 16093 observée sur des séquences obtenues

a partir d’extraits d’ADN provenant de différents substrats (sujet Munur Urekh 1).

La répétition de motifs mono-nucléotidiques (ou stretch) peut entrainer des erreurs de la
polymérase lors de la réplication qui pourront étre a I’origine d’hétéroplasmies de longueur.
Les hétéroplasmies sont principalement rencontrées dans les régions HV1 et HV2 en raison
de transitions T vers C a des positions spécifiques (i.e. 16189 et 310 respectivement). Ces
mutations vont étre responsables de I’apparition d’un stretch de C entre les positions 16384-

16393 dans HV1 (Bendall and Sykes 1995) et 303-315 dans HV2 (Greenberg ef al.. 1983). La
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proportion des hétéroplasmies de longueur peut varier entre les tissus d’'un méme individu
(Pfeiffer et al.. 2004) et au sein des descendants d’une méme lignée maternelle (Parson ef al.,
1998 ; Lutz et al., 2000 ; Brandstitter et al., 2004). Outre ces différences qui peuvent fausser
les interprétations, les stetches de C sont responsables de la formation de motifs dits "out-of-
phase" rendant Dinterprétation des électrophorégrammes impossibles. Pour les sujets
présentant ces deux transitions il est nécessaire de recourir a 1’utilisation d’amorces
s’hybridant a proximité de la zone de répétition nucléotidique (Szibor et al, 1997 ;
Rasmussen et al., 2002) afin de pouvoir améliorer la qualité¢ des séquences et les rendre ainsi
interprétables.

L’age du sujet peut également avoir une influence sur la fréquence observée des

hétéroplasmies en raison de 1’accumulation des dommages oxydatifs (Théves et al., 2006).

111.3.3.3.2.2Les hot spots de mutation in vivo et postmortem

Plusieurs études ont rapporté que certaines positions spécifiques (e.g. 16093, 16126, 16129,
16172, 16183, 16189, 16192, 16261, 16311, 16362) présentaient des fréquences de mutations
beaucoup plus élevées que celles observées pour le reste du génome mitochondrial (Hasegawa
et al.. 1993 ; Wakeley 1993 ; Excoffier and Yang 1999 ; Meyer ef al.. 1999 ; Heyer et al.,
2001). Ces positions présenteront plus fréquemment des hétéroplasmies et surtout pourront
étre le siége de mutations en retour pouvant compliquer considérablement les interprétations
phylogénétiques, en particulier si ces positions correspondent a des sites diagnostic pour
’attribution des haplogroupes. Ces hot spots de mutation sont généralement plus fréquents
dans les régions non codantes de I’ADN mitochondrial car moins soumis a la sélection. La
fréquence des mutations serait également en relation avec la structure secondaire et tertiaire
du génome mitochondrial qui entrainerait une sensibilit¢ accrue de certaines zones aux
dommages (Gilbert et al., 2003a).

Lors de I’étude d’échantillons anciens, I’analyse des données peut se révéler encore plus
complexe, en particulier si le nombre de copies de départ est inférieur a 1000 (Handt ef al..
1996; Krings et al.. 1997). Dans ce cas, I’influence des dommages postmortem sera beaucoup
plus marquée sur les données obtenues. Tout comme pour I’ADN in vivo, il semble que la
structure de I’ADN soit a mettre en relation avec les dommages subis par le génome

mitochondrial a certaines positions spécifiques et par conséquent au taux de mutation plus
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important observé dans ces régions. Ainsi, il existe une correspondance entre les sites
fréquemment mutés in vivo et les hot spots de mutation post mortem (Gilbert et al., 2003b).

L’hétérogénéité des taux de mutations entre les différentes positions polymorphes du génome
mitochondrial mais également au sein méme des régions de la D-loop (Gilbert et al., 2003b)
va entrainer un biais trés important dans les calculs des temps de coalescence entre deux
lignées quand les calculs prennent en compte une valeur moyenne. De méme, il semble
difficile de proposer une calibration de I’horloge moléculaire fiable sans prendre en compte
les variations importantes dans les taux de mutations aux différentes positions ou dans les

différentes régions du génome mitochondrial.

111.3.3.3.2.3 Les mutations fantomes

Les procédés de séquencage peuvent parfois conduire a des séquences erronées pour
lesquelles certaines positions seront mal analysées. Ces fausses mutations sont nommeées
mutations fantdmes (Bandelt et al., 2002). Plusieurs parametres peuvent conduire a de telles
erreurs : (i) un protocole de séquengage non optimisé : par exemple [’utilisation de la
technique de PCR nestée qui est particulierement propice a la génération des mutations
fantomes (Brandstétter et Parson, 2003 ; Grzybowski et al., 2003) ; (ii) la non-incorporation
de dANTP entrainant la présence de pics trainants ; (iii) les artefacts de compression liés a
formation de structures secondaires stables lors de 1’¢lectrophorese ; (iv) la non-attribution
d’une base présente dans la séquence réelle mais quasiment invisible sur
I’¢électrophorégramme sont des facteurs conduisant a I’apparition de mutations fantémes
(Brandstitter et al., 2005).

Certaines études de génétique des populations incluant un grand nombre d’échantillons ont
souvent été critiquées en raison de la fréquence importante de mutations fantomes dans leurs
données (e.g. Nasidze et Stoneking, 2001). Mais les domaines dans lesquels une attention
particuliére a la qualité des résultats est attendue n’en sont pas exempts. Les résultats des
¢tudes portant sur I’ADN ancien notamment sont souvent remis en cause en raison des erreurs
liées aux dégradations postmortem, aux contaminations par de I’ADN exogéne, a la faible
fiabilité de la Taq lors des clonages ou encore aux erreurs survenant lors de 1’¢lectrophorese
(Brandstétter er al, 2005). Les mutations fantdmes sont préférentiellement détectées a
certaines positions, en particulier la position 16085, mais peuvent survenir sur des sites

naturellement variables tels la position 16311 (Brandstitter et al., 2005).
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Notre étude a été réalisée en tenant compte de la possibilité de rencontrer de tels artefacts.
Chaque séquence a, par conséquent, ét¢ validée aprés obtention des brins sens et anti-sens et
chaque mutation a été contrdlée sur plusieurs extractions pour le méme individu et sur

différents substrats quand cela était possible.

Les pseudogénes correspondent & des copies de séquences du génome mitochondrial insérées
dans le génome nucléaire. De nombreux génes mitochondriaux sont ainsi présents, mais non
fonctionnels, dans certains chromosomes. La région HV1 notamment peut étre présente sous
forme de pseudogeéne dans le chromosome 11 (Zichler et al., 1995). Ces séquences n’étant pas
soumises au stress oxydatif qui régne dans les mitochondries ni a leur rythme de division, leur
¢volution va étre beaucoup moins rapide (10 a 40 fois selon Ward et al., 1991). L’analyse de
ces copies permettrait par conséquent d’avoir accés a des séquences "fossiles" du génome
mitochondrial qui peuvent étre utilisées dans les études phylogénétiques comme séquence de
comparaison, ou out group, a la place des séquences de chimpanzés (Zischler et al., 1995).

Cependant, 1I’amplification de pseudogeénes peut se produire lors d’études portant sur I’ADN
mitochondrial a proprement dit. Ces amplifications pourront entrainer des erreurs
d’interprétations phylogénétiques importantes si elles ne sont pas détectées. Dans le cadre des
¢tudes d’anthropologie moléculaire, il semble difficile d’amplifier de maniere reproductible
un pseudogéne en raison du faible nombre de copies d’ADN nucléaire en comparaison avec le
génome mitochondrial. La reproductibilit¢ des résultats ainsi que la vérification
phylogénétique des séquences est nécessaire afin de s’assurer de la validité des séquences et

¢carter la possibilité d’amplification de pseudogene.

I11.3.3.3.3 Amplification, séquencage et analyse

L’amplification de la premiere région hypervariable de I’ADN mitochondrial a été effectuée
en utilisant deux couples d’amorces qui permettent d’obtenir deux amplicons se chevauchant :
L15989 (CCCAAAGCTAAGATTCTAAT)/H16239 (TGTGTGATAGTTGAGGGTTG) (Ivanov et al..
1996 ; Gabriel et al.. 2001)

et L16190 (CCCCATGCTTACAAGCAAGT)/H16410 (GAGGATGGTGGTCAAGGGAC) (Gabriel et
al.. 2001).
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De plus, dans le cas d’un stretch de C li¢ a une substitution T/C en position 16189, une
amorce alternative a été utilisée afin d’obtenir des séquences lisibles dans les régions 3’ du

stretch : R16167 (GGGTTTGATGTGGATTGGQG).

Les réactions d’amplification ont été réalisées dans un volume réactionnel final de 50 pl
contenant de 2 a 6 pl d’extrait d’ADN suivant la concentration, 10 mM Tris HCL pH 8.3, 50
mM KCL, 1.5 mM MgCl2, 1 mg/ml BSA, 200 uM de chaque dNTP (dATP, dTTP, dCTP et
dGTP), 0.25 uM de chaque amorce, et 2 U de Taq Gold Star (Eurogentec) et un volume
d’H,O QSP 50ul. La PCR a été effectuée dans un thermocycleur T3 (Biometra®) en utilisant
les paramétres d’amplification suivants: 10 min de dénaturation a 94°C suivies par 38 cycles,
chacun comportant 30 sec de dénaturation a 94°C, 30 sec d’hybridation a 48°C pour HV1a ou
HVtotal, ou 30 sec a 51°C pour HV1b et 45 sec d’¢longation a 72°C. Ensuite une période

d’¢longation finale de 5 min a 72°C et la conservation des produits d’amplification a 4°C.

Afin d’estimer la concentration des produits d’amplification, 10ul de produits de PCR
mélangés a 2ul de bleu de migration (6X loading dye solution de Fermentas®) sont déposés
sur un gel d’agarose a 1% contenant 1g de poudre d’agarose pour 100ml de TBE (Tris base
0,45M ; acide borique 0,45M et EDTA 0,01M) et quelques gouttes de BET (bromure
d’éthidium). Apres électrophorése, I’ADN est visualisé par exposition du gel sous une lampe
a ultraviolet qui permet de rendre fluorescent le BET. La comparaison avec un marqueur de
taille (GeneRuler 100bp DNA ladder de Fermentas®), qui a été¢ déposé dans un des puits du
gel d’agarose et a migré en paralleéle avec les échantillons, permet de visualiser la taille des
fragments amplifiés et de déterminer leur quantit¢ en ng/pl. Ceci permet de déduire la
quantité d’ADN présent dans les 40l de réactions d’amplifications restantes.

Les produits d’amplification sont ensuite purifiés sur filtre Microcon®-PCR (Millipore). Cette
¢tape permet (i) d’éliminer les composants autres que 1’ADN utilisés lors de la PCR (dNTP,
amorces, etc.) et (ii) de concentrer I’ensemble des échantillons & une méme concentration de
2ng.ul” qui est la concentration optimale pour effectuer la PCR de séquence. Bri¢vement,
400ul de TE 1X (250ul de Tris 2M, 250u] d'EDTA 0,2M dans 50ml d'eau bidistillée) ainsi
que la totalité des 40ul restant des produits de PCR sont déposés sur un filtre Microcon®-
PCR, et centrifugés 15 min a 3500 rpm. On rajoute pour chaque échantillon le volume de TE
1X nécessaire a 1’obtention d’une concentration de 2ng. pl'l, puis on transfére le filtre sur un

nouveau tube et le tout est centrifugé 4min a 3500 rpm.
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La PCR de séquence est réalisée sur chaque brin indépendamment avec le kit BigDye™
Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems). Le mélange réactionnel contient :
2ul de produit de PCR, 4pul de Big Dye™ Terminator Reaction Mix, 2ul d’amorce concentrée
a 10uM et 2pl d’H,O. Les parameétres d’amplification sont les suivants : 10 sec de
dénaturation a 96°C suivis par 25 cycles, chacun comportant 35 sec de dénaturation a 96°C,
15 sec d’hybridation a 50°C et 4 min d’¢longation a 60°C.

Les échantillons sont ensuite précipités dans une solution d’éthanol a 60%, contenant les 10ul
de produits de PCR de séquence et 4ul d’éthanol a 60%. Les tubes sont centrifugés 30 min a
12000 rpm, le surnageant est prélevé et le culot resuspendu dans une solution de ringage de
250ul d’éthanol a 70% (afin d’enlever les NTP, amorces, etc.) et centrifugé 5 min a 12000

rpm. Le surnageant est a nouveau prélevé et les culots mis a sécher.

Les produits de la réaction de séquence de I’ADN mitochondrial sont resuspendus dans 10ul
d’H,0, et 4ul sont ensuite soumis a 1’électrophorése de séquence sur un séquenceur
automatique ABI PRISM® 3100 (Applied Biosystems). La qualité des séquences est ensuite
visualisée a 1’aide du logiciel Sequence Navigator (Applied Biosystems) puis les séquences

sont éditées avec le logiciel Chromas Pro (Technelysium Pty Ltd).

I11.3.3.3.4 Procédure de clonage

Afin de remplir les critéres d’authentification concernant la publication de données portant sur
des séquences anciennes (Cooper et Poinar, 2001) nous avons développé, au sein du
laboratoire en collaboration avec le Dr Hatsch, un protocole de clonage & haut débit sur
plaques 96 puits. Ce protocole avait pour but d’éviter 1’utilisation de kits commerciaux
extrémement couteux en utilisant des solutions préparées au laboratoire. L’ensemble de la
méthodologie adoptée pour cette procédure est présenté dans I’article en Annexe 5.

Pour la validation des résultats obtenus a partir du clonage, nous avons utilisé le logiciel

Confidence Consensus (http://www.macdonald.cam.ac.uk). Ce logiciel permet de déterminer

la validité de la séquence consensus obtenue a partir des différents clones d’une seule PCR.
Cette méthode ne permet pas de vérifier I’authenticité de la séquence en elle méme mais
prend en compte les différentes positions polymorphes détectées pour 1’ensemble des clones
et évalue si la séquence consensus est le résultat de I’amplification d’une ou d’un mélange de

séquences (Bower et al., 2005).
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111.3.3.4 Analyse des données des marqueurs a transmission uniparentale

Comme nous I’avons mentionné précédemment, les données obtenues sur le chromosome Y
et sur I’ADN mitochondrial ont dans un premier temps servit a la formulation des différentes
hypothéses sur les liens de parenté existant entre les sujets inhumés a proximité les uns des
autres. Nous avons également analysé ces données dans une approche plus populationnelle.
Bien que la plupart des sujets soient issus de tombes isolées, il est néanmoins possible de
regrouper les individus selon deux paramétres : la période durant laquelle les sujets ont vécu
et la localisation géographique de leur tombe. Les différentes analyses statistiques ont été
réalisées en regroupant les sujets suivant ces parameétres et en considérant ces individus

comme appartenant & une méme population archéologique.

I11.3.3.4.1 Constitution et mise en place des bases de données

La nécessité de comparer les résultats obtenus sur nos échantillons avec des données publiées
mais fréquemment absentes des bases de données disponibles en ligne telles Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide) a conduit a la création de

bases de données internes a la fois pour les haplotypes du chromosome Y et pour les
séquences HV1 de ’ADN mitochondrial. De plus, la réalisation d’une base de données
centrée sur les populations d’intérét du laboratoire permet un gain de temps dans la recherche
des informations.

Concernant les données des STR du chromosome Y, les données disponibles au laboratoire et
les données de la littérature portant sur des populations de Sibérie, de Mongolie, d’Asie
Centrale et de I’Est ainsi que d’Europe (cf Annexe 6) ont ét¢ compilées dans une base de
données inclue dans le logiciel YCDMA représentant preés de 4000 haplotypes. L utilisation
de cette base de données vient en complément des banques disponibles en ligne et notamment

du Y-HRD (Y-STR haplotype reference database, http://www.ystr.org/index.html) qui

représente un outil performant de recherche mais dans lequel toutes les données de la
littérature ne sont pas soumises de maniére systématique.
La base de données mitochondriales est disponible sur le serveur de 1’Institut de Médecine

Légale de Strasbourg (https://iml.u-strasbg.fr) et comprend a I’heure actuelle plus de 2600

séquences HV1 provenant d’échantillons traités au laboratoire ou collectées dans la littérature

(cf Annexe 8). Il est possible de faire des recherches afin d’identifier les correspondances
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entre une séquence donnée et celles présentes dans la banque. D’autres fonctions ont
¢galement été implémentées : une fonction de recherche de contamination par comparaison
avec des séquences de références correspondant aux membres de I’équipe, diverses fonctions
d’exportation sous forme de tableaux, afin d’éviter les erreurs de retranscription des données,

ou encore au format des principaux logiciels d’analyse statistique (ARLEQUIN et Network).

I11.3.3.4.2 Haplotypes et haplogroupes partagés

Les fréquences de chaque haplotype et haplogroupe sont calculées pour les populations
archéologiques définies suivant les données temporelles et géographiques. Ces fréquences
vont permettre de réaliser des comparaisons avec les autres populations a disposition dans les
bases de données.

Au niveau individuel il est possible de définir les affinités ethniques et génétiques d’un sujet
par la recherche de son haplotype et de sa fréquence au sein de différentes populations. Cette
recherche a été effectuée pour les haplotypes du chromosome Y a I’aide du logiciel YCDMA
dans la base de données du laboratoire. Nous avons également utilisé les bases de données
mise a disposition en ligne : Y-HRD (http://www.ystr.org/index.html), ainsi que deux bases

de données de fournisseurs: Applied Biosytems AMPfISTR® Y-filer™ database

(http://www.appliedbiosystems.com/yfilerdatabase/) et Promega PowerPlex® Y database

(http://www.promega.com/techserv/tools/pplexy/pplexy.asp). Pour les séquences HV1 de

I’ADNmt nous avons utilisé le logiciel BLAST 2 (Basic Local Alignment Search Tool) a la
fois pour les recherches dans la base de données du laboratoire mais également dans les bases
de données de séquences nucléotidiques disponibles en ligne sur le site NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Database/index.html). Ce programme compare les séquences

entre elles et calcule le pourcentage d’identité existant entre les deux séquences.

A I’échelle d’une population il est possible d’appréhender les changements survenus au cours
du temps et par conséquent les différentes influences subies par la population par
I’observation des variations dans la fréquence des différents haplotypes. Cependant, les
haplotypes présents dans la population étudiée ne sont pas toujours retrouvés dans les
différentes populations de référence du fait de leur disparition au cours du temps ou
simplement en raison de 1’échantillonnage. Il faut donc recourir a I’haplogroupe auquel cet

haplotype est affilié.
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La détermination des haplogroupes du chromosome Y a été effectuée par 1’utilisation du
multiplex SNaPshot directement sur les échantillons anciens lorsque la quantité d’extrait
d’ADN disponible nous le permettait ou sur des sujets modernes présentant le méme
haplotype. Pour certains échantillons il n’a cependant pas été possible de déterminer leur
affiliation en raison du manque de matériel et de 1’absence de correspondance dans les
¢chantillons actuels a notre disposition.

Pour les séquences mitochondriales I’attribution d’un haplotype a un haplogroupe donné a été
réalisée par inférence en comparant les positions mutées observées dans la région HV1 de nos
sujets avec les données publiées pour lesquelles I’analyse des positions présentes dans la
région codante étaient disponibles. Cette méthode permet dans la plupart des cas de
déterminer 1’haplogroupe du sujet. Dans le cas d’haplotypes présentant des mutations
spécifiques il est parfois posible d’affilier la séquence a un sous-haplogroupe. Il est toutefois
important de garder a I’esprit que cette méthode reste empirique et peut entrainer certaines

incertitudes dans le cas de séquences dont toutes les positions ne sont pas retrouvées.

L’étude de la répartition et des fréquences des différents haplogroupes présents dans un
groupe d’individus permet d’avoir une vision globale de I’histoire et de I’évolution des
populations. Le fait que les haplogroupes reflétent I’appartenance a une lignée commune va
permettre d’estimer les mélanges survenus entre populations lors de migrations (Comas et al.,
1998 ; Tolk et al., 2001) ou originaires de différentes régions géographiques (Pereira et al.,
2001 ; Salas et al., 2001). De plus, I’observation des haplogroupes permet par exemple de
mettre en évidence les événements de goulot d’étranglement pouvant survenir lors des
migrations humaines, par exemple dans le cas de la colonisation de I’Amérique (Stone et
Stoneking, 1998 ; Schurr et al., 2004) ou encore d’apporter des informations sur le
peuplement ancien de 1I’Europe (Haak et al., 2005 ; Pereira et al., 2005).

Ces deux parametres estimés au sein de notre population archéologique ont été comparés avec
les données publiées sur les populations originaires d’Asie Centrale, de Mongolie et de la
région du Baikal, régions supposées étre le berceau de la population yakoute. Nous avons
¢galement réalis¢ des comparaisons avec les données disponibles sur les populations de
I’ Altai, les populations de Sibérie du sud et également sur les populations vivant de nos jours
en Yakoutie, Evenks et Evénes, et qui occupaient la Yakoutie Centrale vraisemblablement
avant I’arrivée des Yakoutes. Quelques ¢tudes portant sur I’ADN mitochondrial ont été
publiées pour ces populations d’origines toungousses cependant il est difficile de vérifier la

validité des échantillonnages réalisés en raison des difficultés qui peuvent étre rencontrées sur
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le terrain et des problémes engendrés par les définitions des groupes ethniques proposées par

les Russes qui ne correspondent pas toujours a I’appartenance réelle des individus.

I11.3.3.4.3 Analyses statistiques

Une fois les différentes populations archéologiques définies au sein de I’échantillon ancien et
en prenant en compte les liens de parenté éventuels entre les différents sujets, nous avons
calculé les parametres standards de diversité génétique intra-populations (diversité génétique,
h : diversité haplotypique (Nei, 1987) et Pi : diversité nucléotidique (Nei, 1987)) a I’aide du
logiciel ARLEQUIN v2.00 (Schneider et al., 2000).

Afin de pouvoir visualiser les différences entre populations il était nécessaire d’utiliser une
statistique qui inclue des informations sur des variables telles que la localisation géographique
ou I’époque a laquelle ont vécu nos sujets, c’est a dire qui puisse prendre en compte les
différences entre les groupes. Nous avons donc choisi d’utiliser différentes matrices de F par
paire en fonction des paramétres considérés pour la définition des sous-groupes de population.
L'indice Fy est un indice de fixation indiquant le degré de subdivision d'une population. Il est
¢gal a la corrélation de deux genes pris dans une subdivision de la population, par rapport a
deux genes pris au hasard dans la population totale (Ray, 2003).

Dans le cadre de nos analyses, les indices Fy ont été calculés avec les outils de I'analyse de la
variance moléculaire (AMOVA : Analysis of MOlecular VAriance, Excoffier et al.(1992)),
implémentée dans le logiciel ARLEQUIN (Schneider et al.., 2000), qui prend en compte les
fréquences géniques et l'information moléculaire du polymorphisme considéré. L’AMOVA
analyse la variance moléculaire d'une population structurée, c'est-a-dire comprenant des sous-
populations d'individus séparées selon divers critéres (par ex. environnementaux,
linguistiques, culturels).

Les matrices de Fst obtenues a 1’aide du logiciel ARLEQUIN ont été utilisées pour la
réalisation d’analyses multidimensionnelles (MDS : Multi Dimensional Scale) qui permettent
de visualiser de fagon graphique les données des matrices. Les analyses MDS ont été réalisées
a I’aide du logiciel SPSS 8.0. L’avantage de ce type d’analyse est qu’il est possible d’inclure
des données sur de nombreuses populations avec un effectif important ce qui est difficile avec

la méthode Network (cf infira). Néanmoins la représentation graphique peut présenter des

142



distorsions et par conséquent ne pas refléter exactement les valeurs des Fy. Par conséquent les

graphiques MDS seront toujours interprétés en tenant compte de la matrice de Fg;.

L’analyse phylogénétique des données obtenues pour les STR du chromosome Y et de I’ADN

mitochondrial a été effectuée a l’aide du logiciel Network v4.1 (http:/www.fluxus-

engineering.com).

Considérant les erreurs pouvant survenir lors du séquencage de I’ADN mitochondrial, nous
avons appliqué une méthode de vérification phylogénétique des séquences de la région HV1
en construisant un Reduced Median Network (Bandelt et al., 1995). Cette méthode permet de
mettre en évidence des incohérences dans les séquences obtenues par la présence de
réticulations. Cependant il n’est possible d’utiliser que des matrices de données binaires
(Bandelt et al., 2002 ; Brandstétter et al., 2005), certains sites polymorphes ne pourront par
conséquent étre pris en compte (e.g. 16232 qui peut présenter deux types de substitutions par
rapport a la séquence de référence d’Anderson : soit une transition C/T soit une transversion
C/A). Les positions impliquées dans les réticulations doivent étre vérifiées sur les
¢lectrophorégrammes afin de s’assurer que les mutations sont bien présentes. Il faut ensuite
s’assurer qu’il ne s’agit pas de hot spot de mutation, mutations fantdbmes ou d’erreur lors de la

retranscription des données. Si nécessaire les étapes d’amplifications devront étre répétées.

Pour évaluer les relations phylogénétiques entre nos sujets anciens et d’autres groupes de
population nous avons utilisé la méthode dite de Median Joining (MJ) (Bandelt et al., 1999) a
la fois pour les données du chromosome Y et pour les séquences de la région HV1. La
méthode MJ permet d’utiliser plusieurs types de données moléculaires en prenant en compte
I’ensemble de la variabilité et pas uniquement les caractéres binaires.

Cette méthode prend en compte les taux de mutations des différents loci pour les STR du
chromosome Y ainsi que pour les positions polymorphes de la région HV1. Il est ainsi
possible d’ordonner de maniere hiérarchique les mutations en attribuant des poids différents
soit en fonction des données de la littérature (Kayser et al., 2000 ; Bandelt et al., 2002) soit en
tenant compte des fréquences de chaque position dans la population analysée. Cette méthode
ne peut cependant s’appliquer que sur un nombre limit¢ de données (au plus quelques
centaines) a défaut de devenir ininterprétable. Ce type d’analyse est généralement utilisé¢ a
partir d’haplotypes provenant de différentes populations mais appartenant a un méme
haplogroupe afin d’évaluer les relations possibles entre ces haplotypes (e.g. Xue et al., 2005 ;

Pakendorf et al., 2006).
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IV RESULTATS
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1V.1 Quantification de ’ADN nucléaire

L’ensemble des résultats obtenus pour la quantification de I’ADN nucléaire a 1’aide du kit
Quantifiler™ est présenté en Annexe 8. Les résultats ont été classés par type de substrat afin

de visualiser les différences pouvant exister entre les types d’échantillons analysés. Le tableau

3 ci-dessous présente un récapitulatif des données de la quantification par PCR en temps réel.

Substrats
Os Dents Cheveux
Nombre total d'échantillons 65 16 12
Nombre d'extraits quantifiés 133 18 41
. , 0,23ng.ul’" 0,56ng.ul” 0,12ng.ul"  (0-
Quantite moyenne 'ADN (0-2,32ng) | (0,003-1,54ng) 0,945ng)
Fréquence d'extraits avec o o o
une concentration > 500pg.pul™ 18,86% >0% 7,30%
Fréquence d'extraits avec une o o o
500pg.ul"> concentration > 100pg.pl™ 18,86% 38,90% 19,50%
Fréquence d echar}tlllf)ns avec une concentration 20.30% 0 19.50%
indéterminée
Fréquence d'échantillons présentant une inhibition 8,27% 0 0

Tableau 3 : Récapitulatif des données de la quantification par PCR en temps réel.

Concernant les échantillons osseux, nous ne disposions pas de prélévement pour le sujet
YAKa83. Pour le sujet YAKa42 les analyses ont été effectuées avant la mise en place du
protocole de quantification et il ne restait plus assez de matériel osseux pour permettre la
quantification a posteriori. Pour les échantillons dentaires, les dents prélevées sur le sujet
YAKa55 ne satisfaisaient pas aux critéres de sélection. Pour les sujets, YAKa40 et 42 une

seule molaire ayant pu étre sélectionnée nous n’avons pas effectué¢ de quantification.

IV.1.1 Les substrats osseux

L’ensemble des échantillons osseux analysés pour les différents marqueurs moléculaires a fait

I’objet d’une quantification absolue par PCR en temps réel. Les 133 extraits obtenus a partir
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de 65 restes osseux ont été quantifiés avec le kit Quantifiler™ et ce pour les différentes
extractions réalisées pour chaque sujet.

Pour environ 20% des extraits obtenus a partir d’échantillons osseux la sensibilit¢ du kit
Quantifiler™ n’a pas permis de déterminer une valeur de concentration. Les dégradations
subies par les molécules d’ADN présentes dans ces échantillons ont pu donner lieu a cette
absence d’amplification. De plus, la limite inférieure de détection de cette méthode étant de
23pg, ce qui correspond environ a trois copies de la séquence cible, il est probable que les
variations stochastiques lors du pipetage soient également a 1’origine de cette absence de
détection. Les variations observées dans les résultats de la quantification dans cette gamme de
concentrations montrent en outre que pour des quantités aussi faibles le systeme de détection
du 7000 SDS se révele peu fiable.

Il est important de considérer que pour le typage des STR autosomaux ou pour toute autre
¢tude de I’ADN nucléaire, un nombre de copies de départ aussi réduit requieére une
augmentation du nombre de cycles de PCR (Gill et al., 2000, Whitaker et al., 2001). Nous
avons par conséquent considéré les extraits dont la concentration était inférieure a 100pg
comme nécessitant ce type d’approche et une plus grande sensibilité dans la quantification
n’était pas requise pour notre étude.

Les extraits d’ADN provenant d’échantillons osseux présentaient des concentrations variant
de la limite de sensibilité du kit Quantifiler™ a des concentrations dépassant Ing.ul™ (Ing
d’ADN nucléaire correspondant a environ 152 cellules diploides). Ces valeurs sont bien
¢videmment sans commune mesure avec des extraits provenant d’échantillons modernes.
Cependant, ces concentrations sont plus comparables a celles rencontrées dans les études
portant sur ’ADN dégradé et/ou des échanillons contenant de ’ADN en faible quantité
comme par exemple dans les études de criminalistique (seuls cas pour lesquels il existe de
nombreuses données portant sur la quantification absolue).

Nous avons également appliqué les protocoles recommandés pour les échantillons a faibles
nombre de copies aux échantillons pour lesquels nous avons obtenus des extraits présentant
des concentrations comprises entre 100 et 500pg.ul™. 11 faut en effet tenir compte du fait que
la séquence cible du kit Quantifiler™ est de taille relativement réduite et inférieure a la
plupart des marqueurs amplifiés par la suite.

Prés de 19% de nos échantillons ont permis d’obtenir des concentrations supérieures a
0,5ng.ul” ce qui correspond & un nombre de copies comprises entre 76 et 152. Cette quantité
est généralement celle préconisée pour I’analyse des STR autosomaux avec les kits

d’amplification actuels sans qu’une augmentation du nombre de cycle de PCR soit nécessaire.
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Pour moins de 10% des échantillons les valeurs de Ct des IPC indiquaient la présence
d’inhibiteurs. Pour ces extraits, nous avons réalis¢ des gammes de dilutions en cascade afin de
déterminer a quel degré de dilution il était possible d’obtenir une amplification sans réduire

trop fortement la quantité d’ADN de départ.

Pour un méme échantillon nous avons constaté que la quantit¢ d’ADN pouvait varier du
simple au double (YAKal6, YAKa20, YAKa36, YAKa37, etc.) a une relation de facteur 10
(YAKa22, YAKa46, YAKa51, YAKa59, YAKa64). Dans certains cas, la concentration n’a
pu étre déterminée pour un extrait alors qu’un résultat était obtenu lors de la quantification
d’un autre extrait provenant du méme individu (YAKa23, YAKa39, YAKa41, YAKa45, etc.).
11 faut toutefois considérer que dans ces cas les concentrations étaient généralement faibles, de
I’ordre de la dizaine de picogrammes. Dans ces gammes de concentrations, le pipetage ainsi
que la détection peuvent étre affectés expliquant ainsi ces variations.

Les échantillons osseux ont été classés selon la tranche d’age et le type de prélévement : (i)
enfants de 0 a 2 ans (19 extraits) ; (ii) enfants de plus de 2 ans (16 extraits) ; (iii) os de petites
tailles (os du tarse, du carpe, talus), rotules et fragments d’os longs de sujets adultes et soumis
a une pulvérisation par cryobroyage (22 extraits) ; (iv) diaphyses d’os longs de sujets adultes

pulvérisés par trépanation (77 extraits) (cf Figure 34).

50 OND

B <100pg/pl

0 100pg/pi<{]<500pg/pl
0 >500pg/pl

O T T T

nouveauxnés enfants (2ans)  fragnents os  os longs adultes
adultes

Figure 34 : Proportions pour chaque ordre de grandeur de concentration mesuré avec le kit
Quantifiler™ observées pour les différents types d’échantillons osseux. ND : non déterminé ;
<100pg/pl : concentration inférieure a 100pg.ul™; 100pg/pnl<[]<500pg/ul : concentration
comprise entre 100 et 500pg.ul™ ; >500pg/pl : concentration supérieure a 500 pg.pl™.
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Pour les différents types d’échantillons, environ 19% des extraits ne contient pas une quantité
suffisante pour étre détectée par la méthode employée, ou ne renferme plus d’ADN.

Les extraits dont la concentration est inférieure a 100pg.ul™ sont les plus fréquents pour les
différents types de prélévement excepté pour la catégorie des fragments osseux provenant de
sujets adultes traités par cryobroyage. Par ailleurs, ce type d’échantillons a permis d’obtenir
les extraits les plus concentrés et la gamme de concentration 0,1/0,5ng.ul” représente la
catégorie majoritaire. Cette catégorie d’échantillon a également présenté la plus forte

proportion d’extraits de concentration supérieure a 0,5ng.pul™.

Toutefois, il faut garder a 1’esprit que les conditions taphonomiques jouent un réle primordial

dans la conservation de ’ADN et qu’elles vont influer sur tous les types de prélévements.

I1V.1.2 Utilisation du PTB

Pour 13 échantillons nous avons utilisé du Bromure de N-Phényl Thiazolium dans le tampon
de lyse afin de diminuer I’importance des complexes de Maillard qui peuvent occasionner des
¢échecs lors de I’amplification.

Les résultats de la quantification n’ont pas montré une augmentation nette les rendements au
niveau de la quantit¢ d’ADN obtenue (Tableau 4). Pour 4 des échantillons testés (YAKa 36,
YAKa 37, YAKa 47, YAKa 72), les concentrations d’ADN dans les extraits se sont révélées
inféricures a celles observées pour les extractions sans PTB. Cependant pour deux des
¢chantillons les concentrations des deux types d’extraits se trouvent dans la gamme de
concentrations pour lesquelles la méthode de détection employée se révéle peu fiable.

Pour 7 échantillons (YAKa35, YAKa68, YAKa74, YAKa75, YAKa76, YAKa80, YAKaS81),
les concentrations obtenues étaient équivalentes a celles observées avec le protocole
d’extraction sans PTB. Mais comme précédemment, la sensibilité de la méthode ne permet
pas d’établir clairement une distinction.

Enfin, deux extraits obtenus avec PTB ont montré des concentrations en ADN plus fortes
avec le protocole d’extraction intégrant le PTB. Pour ces deux sujets (YAKaS5 et YAKaS8)
trois extractions sans PTB avaient été réalisées et pour respectivement 1 et 2 extractions il

n’avait pas été possible de détecter de I’ADN lors de la réaction de PCR en temps réel. Mais

148



la encore la faible concentration des échantillons peut induire des erreurs dans la

détermination exacte de la concentration.

Cependant, il est important de considérer la qualité des résultats qui sera obtenue pour les
typages subséquents et non pas simplement la concentration de 1’extrait. En effet, nous avons
constaté que la quantit¢ d’ADN présente dans un extrait donnée ne reflétait pas toujours 1’état

de dégradation des acides nucléiques (cf chapitre IV.3.2.3 Influence du PTB).
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n° Laboratoire Ct Quantité
YAKa36-El 28,8 1,18
IPC 37,78
YAKa36-E2 30,53 3,92E-01
IPC ND
YAKa36-PTB 31,12 6,35E-02
IPC ND
YAKa37-El 28,32 1,66
IPC ND
YAKa37-E2 29,85 0,635
IPC ND
YAKa37-PTB 29,14 2,70E-01
IPC ND
YAKa47-E2 34,57 4,82E-02
IPC 27,25
YAKa47-E3 32,25 3,90E-02
IPC 27,82
YAKa47-PTB 33,9 1,35E-02
IPC 25,94
YAKa72-El 35,93 5,90E-03
IPC 27,89 0
YAKa72-E2 35,68 2,39E-03
IPC 27,73
YAKa72-PTB ND ND
IPC 26,12
Tableau 4a

n° Laboratoire Ct Quantité
YAKa35-El 34,5 1,87E-02
1IPC 30,84
YAKa35-E2 34,08 3,11E-02
1IPC 31,31
YAKa35-PTB 32,66 2,08E-02
1PC 29,24
YAKa68-El 28,4 6,50E-01
1IPC 31,61
YAKa68-E2 30,47 8,65E-02
1IPC 26,47
YAKa68-PTB 31,08 1,01E-01
1PC 26,98
YAKa74-El 32,55 6,20E-02
1PC 26,18 0
YAKa74-E2 33,41 1,53E-02
1IPC 26,53
YAKA74-PTB 33,08 2,42E-02
IPC 26,31
YAKa75-El 33 2,14E-02
1IPC 26
YAKa75-PTB 33,9 1,34E-02
IPC 26,04
YAKa76-E1l 35,53 2,71E-03
1PC 26,38
YAKa76-PTB 37,05 1,42E-03
IPC 25,98
YAKa80-E1l 31,78 5,75E-02
1PC 26,35
YAKa80-PTB 32,37 4,01E-02
IPC 25,86
YAKa81-El ND ND
1IPC 26,39
YAKa81-PTB ND ND
IPC 25,98

Tableau 4b

n° Laboratoire Ct Quantité
YAKa55-El 36 2,51E-03
1PC 27,09
YAKa55-E2 ND ND
1PC 27,01
YAKa55-E3 ND ND
1PC 25,23
YAKa55-PTB 36,81 1,68E-03
IPC 25,98
YAKa58 35,98 2,56E-03
1PC 26,96
YAKa58 34,96 2,07E-03
1PC 25,11
YAKa58-E3 ND ND
1PC 27,07
YAKa58-PTB 32,2 4,10E-02
IPC 26,15
Tableau 4c

Tableau 4 : Résultats de la quantification obtenus pour les sujets testés avec le protocole d’extraction contenant du PTB dans le tampon de lyse.

Les échantillons son répartis en 3 groupes suivant les résultats obtenus avec le PTB : quantité d’ADN mesurée plus faible (tableau 4a), quantité

équivalente (tableau 4b) et augmentation du rendement (tableau 4c).
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IV.1.3 Les dents

DENTS 0S
N° Laboratoire Dents disponilbes Ct Quantité N° Laboratoire Ct Quantité
YAKa34-El 2 PM, 8 I+C 28,65 0,925 YAKa34-El 30,93 2,50E-01
IPC 26,04 IPC 29,79
YAKa34-E2 29,6 5,700E-01 YAKa34-E2 33,86 3,62E-02
IPC 29,62 IPC 29,69
YAKa37 2 M trés usées, 4 1 | 29,66 5,450E-01 YAKa37-El 28,32 1,66
IPC 29,39 1PC ND
YAKa37-E2 29,85 0,635
IPC ND
YAKAa39 1M 28,67 0,645 YAKa39-El 31,84 0,054
IPC 26,21 IPC 24,63
YAKa41 1M 31,81 1,100E-01 YAKa41-El 34,64 4,60E-02
IPC 29,31 IPC 27,26
YAKa41-E2 ND ND
IPC 26,86
YAKa64 2M 31,91 1,025E-01 YAKa64-E2 34,63 4,64E-02
IPC 29,54 IPC 27
YAKa64-E3 33,41 2,12E-02
IPC 26,86
YAKa64-El 35,18 9,000E-03
IPC 29,71
YAKa65 IM+21 29,42 0,54 YAKa65-El 34,12 1,26E-02
IPC 26,02 IPC 27,12
YAKa65-E2 32,52 4,06E-02
IPC 27,82
YAKa66 3M 27,59 1,19E+00 YAKa66 28,47 6,25E-01
IPC 26,89 IPC 27,52
YAKa67 1M 29,41 6,600E-01 YAKa67 34,33 1,695E-02
IPC 29,35 IPC 29,43
YAKa69 2M 31,5 6,75E-02 YAKa69 28,25 7,30E-01
IPC 27,1 IPC ND
YAKa78 M+ 28,01 1,44 YAKa78 32,27 3,89E-02
IPC 26,02 IPC 26,25
YAKa79 2M 29,99 4,270E-01 YAKa79DIL 33,17 4,020E-02
IPC 29,29 IPC 30,9
YAKa80 2M 30,53 2,52E-01 YAKa80-El 31,78 5,75E-02
IPC 25,75 IPC 26,35
YAKa80-PTB 32,37 4,01E-02
IPC 25,86
YAKa81 2M+1C 31,59 1,20E-01 YAKa81-El ND ND
IPC 25,82 IPC 26,39
YAKa81-PTB ND ND
IPC 25,98
YAKa82 11 33,57 3,04E-02 YAKa82 31,34 8,30E-02
IPC 25,93 IPC 26,35
YAKa83-El 31 30,15 3,27E-01
IPC 25,73
YAKa83-E2 28,9 0,78
IPC 25,89
YAKa86 3 M (petites) 31,09 1,70E-01 YAKa86 31,85 5,50E-02
IPC 26,14 IPC 25,94

Tableau 5 : comparaison des quantifications des extraits obtenus a partir de dents et d’os. M :

molaire, PM : prémolaire, I : incisive.
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Nous disposions de dents pour 16 des sujets étudiés. Les volumes d’extraits obtenus ne nous
ont pas permis de dupliquer I’étape de quantification pour chacun des extraits par conséquent
seuls 18 extraits ont ét¢ quantifiés (Tableau 5).

Les résultats montrent que les extraits obtenus a partir des dents présentent des concentrations
d’ADN supérieures a celles obtenues a partir des os pour des quantités de poudre parfois
inférieures. Seul un extrait (YAKa82) a montré une concentration inférieure a 100pg. ul-1.
Ainsi pour 11 (YAKa34, YAKa39, YAKa4l, YAKa64, YAKa65, YAKa67, YAKa78,
YAKa79, YAKa80, YAKa81, YAKa86) des 15 échantillons testés, les quantités d’ADN
obtenues a partir de dents étaient significativement supérieures a celles obtenues a partir d’os.
Pour les sujets YAKa41 et YAKaS81, les extractions a partir de poudre d’os n’avaient pas
permis d’obtenir des quantités d’ADN détectables alors que les extraits obtenus a partir de
dents ont montré des concentrations supérieures a 100pg.pl-1.

De plus, pour 2 des échantillons (YAKa37 et YAKa69), une inhibition a été observée lors de
la quantification des extraits d’ADN a partir d’os. La présence d’inhibiteur n’a, en outre, été

détectée dans aucun des extraits réalisés a partir de dents.

I1V.1.4 Les cheveux

Chacun des extraits soumis ou non a la procédure de lavage, a ¢été analysé avec le kit
Quantifiler™. Ainsi, 41 extraits obtenus a partir de cheveux ont été quantifiés.

Dans un premier temps, il est nécessaire de préciser que nous n’avons pas observé de nette
différence entre les extraits obtenus a partir de cheveux lavés ou non (Annexe 3).

Pour 4 individus (YAKa37, YAKa45, YAKaS5, YAKa5S8) les concentrations observées
étaient inférieures a 10pg.ul” ce qui correspond a une copie d’ADN et pour certaines
extractions aucune amplification n’était observée. Il est fort possible que ces extraits ne
contenaient pas d’ADN et que les résultats proviennent d’amplifications de débris cellulaire
ou de chromosomes isolés (Taberlet ez al., 1996 ; Gill et al., 2000 ; Kloosterman et al., 2003).
Les cheveux collectés sur 3 sujets (YAKa34, YAKa39, YAKa66) ont permis d’obtenir des
concentrations supérieures a 100pg.ul™ et entre 0,5 et Ing.ul™” pour 3 des extraits du sujet
YAKa66.

La comparaison des valeurs moyennes de quantification des les échantillons pour lesquels

nous disposions de cheveux (Figure 35) montre qu’il n’existe pas de relation entre la
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conservation des acides nucléiques dans les os ou les dents et les concentrations en ADN dans
les extraits d’ADN obtenus a partir de cheveux. Pour le sujet YAKa37 les concentrations dans
les os et les dents étaient supérieures a 0,5ng.ul” alors que Iextraction & partir des cheveux
n’a pas permis d’obtenir une quantité détectable d’ADN. En revanche, pour le sujet YAKa39
les concentrations obtenues a partir de I’extraction des cheveux se sont révélées supérieures a

celles obtenues a partir des os.

1,8

1,6

Quantité
(ng/pl)

Non-lavé
f] Substrat
Lavés

Figure 35 : Comparaison des valeurs moyennes de quantifications obtenues pour les différents

types de substrats.

Aucun extrait n’a révélé la présence d’inhibiteurs car les Ct des différents IPC ont tous
dépassé le seuil de détection. Les précautions prises quant a la quantité de cheveux utilisée se
sont donc révélées efficaces pour éviter la présence d’un exces de mélanine pouvant entrainer

une inhibition.
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1V.2 Amplification totale du génome: kit Genomiphi™

Le kit Genomiphi™ a été testé sur 7 échantillons anciens sélectionnés suivant un gradient de
concentration de 0,75ng.ul™ a 2,5ng.ul” (cf Tableau 6) et pour lesquels des profils STR
complets avaient été obtenus a partir des extraits originaux. Le but de ce test était d’établir
dans quelle mesure ce type d’amplification était applicable a des échantillons anciens, de
déterminer quelle quantité d’ADN il était possible d’obtenir aprés application de ce protocole

et d’estimer la fiabilité des résultats obtenus par typage STR aprés I’amplification.

NOM  |Quantité ’ADN (ng.ul™)
YAKa 33 0.765
YAKa 21 0.97
YAKa 31 1.19
YAKa 32 127
YAKa 18 128
YAKa 20 143
YAKa 19 261

Tableau 6 : Concentrations respectives des différents échantillons anciens utilisés pour le test
Genomiphi™ (Amersham). Quantification réalisée grace au kit Quantifiler™ (Applied

Biosystems) sur 7000SDS.

Les produits d’amplification obtenus avec le kit Genomiphi™ ont été déposés sur gel
d’agarose 1% afin d’évaluer la taille des produits obtenus. La figure 36 représente la photo du
gel d’agarose sur lequel ont été déposés les produits d’amplification aprés purification sur

microcons YM30.
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YAKa
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1031 bp
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Figure 36: Controle des produits d’amplification Genomiphi par dépdt sur gel
d’électrophorese a 1% d’agarose. Les dépoOts correspondent a 6ul de produit

d’amplification+2ul d’H,O+2ul de bleu.

L’ensemble des échantillons montre le méme type de résultats indépendamment de la quantité
d’ADN génomique de départ. Il semble que I’amplification par la polymérase Phi29 ait
permis de générer de ’ADN de haut poids moléculaire pour tous les échantillons. Le témoin
négatif présente également une amplification. Cette amplification aspécifique vient de
I’hybridation et de I’amplification de diméres d’amorces.

Les résultats de la quantification a I’aide du kit Quantifiler™ ont montré des rendements
négatifs puisque la quantité mesurée apres amplification était inférieure a celle mesurée avant
le traitement avec Genomiphi™.

L’augmentation réelle de la quantité d’ADN n’a pas pu étre appréciée, cependant les résultats
du typage STR ont tout de méme permis d’estimer I’applicabilit¢ de la méthode a des
¢chantillons anciens. L’annexe 9 présente les résultats obtenus et leur comparaison avec les
profils établis a partir d’extraits non soumis au protocole Genomiphi. Les pertes d’alléles
mentionnées dans différentes publications (Paulson ef al., 1999 ; Holbrook et al., 2005 ; Sun
et al., 2005 ; Ballantyne et al., 2006) ont ¢galement été observées sur nos échantillons. Des
absences d’amplifications pour la plupart des loci ont également été¢ constatées et dans

certains cas nous avons observé I’amplification de faux all¢les.
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1V.3 Les STR autosomaux

IV.3.1 Résultats généraux

L’ensemble des individus prélevés a été typé pour les STR autosomaux a 1’aide de deux kits
d’amplification ; le kit AMPfISTR® Profiler Plus™ et le kit AMPfISTR® Identifiler™
(Applied Biosystems). Les profils consensus sont présentés dans le tableau 7 ci-dessous. Ces
profils ont été déterminés a partir des amplifications réalisées sur les extraits provenant des
différents substrats analysés pour chaque sujet et des multiples extractions réalisées pour
chacun d’entre eux.

Les analyses effectuées ont permis d’obtenir des profils consensus complets, ou ne présentant
qu’un seul locus non amplifié, pour 42 des sujets analysés, soit 63,6%. La comparaison des
ces différents profils avec ceux des membres de I’équipe de terrain et du laboratoire exclut
toute contamination concernant ce marqueur puisque aucune correspondance n’a été observée.
Pour 8 sujets (YAKa35, YAKa43, YAKa48, YAKaS51, YAKa52, YAKa53, YAKa60,
YAKa84),

il n’a pas été possible d’établir de génotypes consensus a partir des différentes amplifications
et la détermination du sexe a partir du locus de 1’amélogénine n’a été possible que pour le
sujet YAKaS3. Les quantifications des extraits de ces différents sujets montraient des
concentrations inférieures a SOpg.ul'1 pour YAKa35, YAKa51, YAKa52 et il n’a pas été

possible de déterminer la concentration des autres échantillons.
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n° Labo Nom Amel | CSFPO | D13 D16 D18 D19 D21 D2 D3 D5 D7 D8 | FGA | THO1 | TPOX | vWA
YAKal5 ouhorai XY - 9-11 - 14-17 - 29-29 - 16-16 | 12-12 | 10-11 | 13-15 | 20-27 - - 16-19
YAKal6 TD 1 XX - 9-12 - 14-16 - 30-32 - 15-16 | 11-13 | 8-12 | 13-13 | 23-23 - - 18-19
YAKal7 no 10 XY - 8-12 - 15-19 - 29-30 - 15-15 | 11-12 | 10-11 | 13-16 | 23-24 - - 18-18
YAKal8 KM 1 XX - 9-11 - 15-18 - 29-30 - 14-17 | 11-11 | 8-10 | 10-13 | 24-24 - - 16-17
YAKal9 no 9 XY - 11-12 - 14-15 - 29-342 - 15-15 | 12-12 | 8-9 | 13-13 | 23-24 - - 14-14
YAKa20 no 11 XX - 8-13 - 14-15 - 30-31 - 15-16 | 11-13 | 8-11 | 13-13 | 23-24 - - 18-19
YAKa2l TA 1 XY - 8-12 - 14-14 - 30-30 - 15-15 | 12-12 | 8-11 | 13-13 | 21-24 - - 17-17
YAKa22 12 XX - 11-13 - 14-14 - 29-30 - 15-15 | 11-12 | 8-8 | 10-11 - - - 13-18
YAKa23 no S XY - - - - - - - 15-17 | 11-11 - 12-13 | 23-23 - - 16-19
YAKa24 no 6 XY - 12-12 - - - 29-29 - 16-17 | 12-13 | 9-9 | 10-13 | 24-25 - - 16-18
YAKa25 no 4 XY - 9-12 - 13-17 - 29-29 - 14-15 | 11-12 | 10-13 | 13-13 | 22-23 - - 17-18
YAKa26 BKH XY - 10-11 - 11-15 - 29-30 - 16-17 | 11-11 | 8-9 | 13-13 | 23-23 - - 17-18
YAKa27 3 XY - 8-10 - 14-14 - 29-31 - 15-15 | 10-10 - 13-14 | 22-23 - - 17-19
YAKa28 2 - - - - - - - - - - - - - - - -

YAKa29 STR1 a XY - 8-13 - 13-19 - 31-32 - 15-16 | 11-12 | 8-9 | 10-13 | 21-22 - - 17-19
YAKa30 STR1b XX - 12-13 - - - 29-29 - 15-15 | 13-13 - - 19-19 - - 14-18
YAKa3l1 AE 2 XY - 8-14 - 15-18 - 29-29 - 16-17 7-10 8-8 | 10-16 | 22-23 - - 16-19
YAKa32 SRT 2 XX - 11-11 - 15-18 - 28-30 - 15-17 | 9-11 | 9-10 | 12-13 | 22-24 - - 14-20
YAKa33 KM 2 XX - 10-13 - 17-19 - 30-32,2 - 16-17 | 12-12 | 11-13 | 13-13 | 23-24 - - 14-18
YAKa34 Arbre Chamanique ind1 XY - 10-11 9-13 13-15 | 14-17.2| 29-29 17-23 15-16 | 10-12 | 8-8 | 13-16 | 21-25| 8-9.3 11-11 | 17-19
YAKa35 Arbre Chamanique ind4 | XX - 11 - - - - - - - - - 18 - - -

YAKa36 Arbre Chamanique ind2 | XX 12-14 10-11 9-13 13-14 13-15 | 29-29 | 23-25 16-16 | 12-13 | 8-8 | 13-16|21-25| 6-8 8-8 19-19
YAKa37 Arbre Chamanique ind3 | XX 12-12 8-10 9-13 13-13 14-15 | 29-30 | 17-23 15-16 | 10-13 | 8-8 | 10-16 | 20-25| 6-9.3 8-11 | 17-19
YAKa38 Arbre Chamanique ind5 | XY - 11 - 13-14 - 29 - 15-16 | 10-12 | 8-10 | 15-16 | 21-22 - - 17-19
YAKa39 Munur Urekhl XY = 8-13 = 13-17 = 29-30 = - 11-12 | 8-8 | 13-14 | 19-24 = = 14-16
YAKa40 Doussoulenl XY = 12-13 = 13-13 = 30-31 = 15-16 | 11-12 | 10-12 | 13-13 | 21-22 = = 16-18
YAKa41 Arbre Chamanique 2 XY - 11-14 9-9 14-15 13-13 | 29-31 | 23-23 16-17 | 11-13 | 8-9 | 13-16 | 22-25| 8-(9) 8-11 | 17-19
YAKa42 Koulousoun Nakh 2 - - - - - - - - - - - - - - - -

YAKa43 Fedoseva Allalaika - - - - - - - - - - - - - - - -

YAKa44 Fedosseva Tchersinsky XY - 8-8 - - 13-14.2 | 29-29 - - 11-11 | 12-12 | 13-13 - 9-9.3 8-8 17-17
Y AKa45 Arbre Chamanique 3 XX 11-12 8-12 9-13 14-17 [ 14-142| 31-32 19-20 | 14-15 | 11-12 | 89 | 10-13|23-24| 7-7 9-10 | 16-19
YAKad6 Munur Urekh 1 bis XX 9-10 10-11 11-13 13-17 | 15-16.2| 29-32.2 | 18-22 15-15 | 11-12 | 12-12 | 13-13 | 20-23 | 7-8 8-8 14-16
YAKa47 Musee ethno XY 12-12 8-10 9-12 - 13-14 | 29-30 | 20-20 | 15-16 | 11-12 | 12-12| 13-13 | 22-22/| 9.3-93 | 8-11 | 16-19
YAKa48 Fedoseva Diring Urekh - - - - - - - - - - - - - - - -

YAKa49 Jardin Botanique XY - - - - - - - - - - 13-13 - - - -
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n° Labo Nom Amel | CSFPO | D13 D16 D18 D19 D21 D2 D3 D5 D7 D8 FGA | THO1 | TPOX | VWA

YAKa50 Jarama 1 XX 11-12 8-9 9-9 14-19 13-16 30-32 17-17 | 15-17 | 11-13 | 8-12 | 13-13 - 7-9 9-12 14-14
YAKa51 Jarama 2 - - - - - - - - - - - - - - - -
YAKa52 Jarama 3 - - - - - - - - - - - - - - - -
YAKa53 Jarama 4 - - - - - - - - - - - - - - - -
YAKa54 Toumousaktakh 1 XX - - 9-12 - 13-13.2 30-30 17-19 - 11-12 - 13-13 - 9-9.3 8-11 16-18
YAKa55 | Koulousoun Nakh 1 XX - 9-11 - 14-14 13-13 30-32.2 - 15-16 | 11-13 - 11-13 - 8-8 11-11 -
YAKa56 Dirilaa Sayliga | XY 13-13 11-12 | 13-14 | 17-18 13-13 29-30 18-19 | 14-15 | 13-13 | 8-12 | 11-13 | 21-21 6-7 11-13 | 16-19
YAKa57 Bekh Alaas 1 XY 11-11 9-11 9-12 | 14-19 13-15.2 29-30 | 24-24 | 15-16 | 7-13 | 11-12 | 10-12 | 24-24 7-8 9-11 14-18
YAKa58 Bekh Alaas 2 XY 11-11 10-10 - - 13-13 30-30 - 15-15 - - 13-17 | 24-24 - 11-12 | 17-19
YAKa59 Bekh Alaas 3 XY - - - - 14-14.2 - - 15-16 - - - - - 9-9 -
YAKa60 Bekh Alaas 4 - - - - - - - - - - - - - - - -
YAKa64 Sette Toumoul XY 10-11 11-13 9-9 13-15 13-13 29-30 18-25 | 15-15 | 11-11 | 8-12 | 13-13 | 24-24 7-9 11-11 14-19

YAKa65 Oulakhans Alas 1 XY 10-11 11-11 | 10-13 | 14-15 13-14 30-31.2 | 22-24 | 15-16 | 11-13 | 10-12 | 10-13 | 21-23 | 7-9.3 8-11 16-16
YAKa66 Batta Tcharana XY 11-12 11-11 9-9 13-13 | 13.2-15 29-31 18-18 | 16-17 | 12-13 | 10-11 | 11-16 | 20-25 | 9.3-9.3 8-8 17-19

YAKa69 Kous Tcharbyt XY 11-12 8-10 9-9 14-20 | 13-13.2 30-30 | 17-19 | 15-17 | 10-13 | 8-10 | 13-16 | 24-24 9-9 8-9 14-18
YAKa70 Seden XY 9-11 9-11 9-12 | 13-15 15-16 29-30 | 19-24 | 15-16 | 11-13 | 10-10 | 13-16 | 20-29 | 9.3-93 | 8-11 18-19
YAKa67 Ken Ebe 3 XY 10-12 9-11 | 12-12 | 15-16 | 12-17.2 29-30 | 23-24 | 15-15 | 11-11 | 11-11 | 10-13 | 23-23 | 9-93 8-11 14-16
YAKa68 Ken Ebe 2 XY 12-12 - 9-11 - 13-15;2 29-30 | 17-19 | 15-16 | 11-12 - 10-13 | 23-24 6-7 8-9 14-19
YAKa71 Ken Ebe 4 XY 11-14 9-12 | 9-11 | 13-14 | 13-13.2 30-31 | 17-23 | 16-16 | 11-12 | 8-11 | 13-14 | 22-24 7-7 9-11 16-19
YAKa72 Ken Ebe 5 XX - - - - 13-14 - - 16-17 | 11-12 - 12-13 | 24-24 - 8-11 14-14
YAKa73 Ken Ebe 6 XY - 10-11 | 11-12 - 13-13 30-30 - - - - 10-15 | 22-24 7-8 11-11 | 16-16
YAKa74 Ken Ebe 7 XY - - 9-12 - 13.2-15 29-31 | 19-20 | 15-16 | 11-11 - 13-13 - - 8-8 17-19
YAKa75 Ken Ebe 8 XX - - 9-12 - 13-14 30-30 - 15-16 | 7-13 - 11-13 - 7-9.3 8-8 16-17
YAKa76 Ken Ebe 9 XX 10-10 8-11 | 12-13 | 18-18 13-13 29-30 | 19-19 | 16-16 | 11-13 | 8-12 | 11-11 | 21-21 - 8-8 16-19
YAKa78 bouogaryma 1 XY 10-12 11-12 | 12-13 | 13-21 | 13.2-13.2 | 29-29 | 19-25 | 15-15 | 12-13 | 8-11 | 13-13 | 20-23 6-7 8-8 14-17
YAKa79 bouogaryma 2 XX 10-10 8-11 9-10 | 13-14 | 14-142 29-30 | 18-20 | 16-17 | 12-12 | 8-11 | 10-10 | 20-24 | 6-9.3 8-11 16-18
YAKa80 Nelegher XY 11-11 9-11 | 11-12 | 13-14 | 13.2-152 | 29-30 | 19-24 | 16-17 | 11-11 8-8 10-14 | 23-24 | 9-9.3 9-9 19-19
YAKa81 Orto Aryy XY 10-12 9-11 | 10-12 | 15-15 13-13 29-31.2 | 19-22 | 16-16 | 11-13 | 10-12 | 10-13 | 21-24 | 9-93 8-8 16-18
YAKa82 Okhtobout 2 XX 10-11 11-12 | 9-13 | 14-15 | 15.2-17.2 | 29-30 | 23-24 | 15-16 | 12-12 | 8-11 | 10-13 | 20-21 6-9 8-11 18-18
YAKag83 Kyys Ounouoga XX 10-11 11-12 | 9-10 | 15-17 13-14 29-30 | 18-25 | 16-16 | 10-13 | 8-10 | 13-16 | 24-24 8-9 8-8 17-19
YAKa84 Kyys Ounouoga - - - - - - - - - - - - - - - -

YAKag86 Tyyt Bappyt XY 12-12 10-12 | 10-11 | 14-22 | 15-15.2 29-30 | 18-23 | 15-15 | 11-13 | 10-10 | 13-13 | 21-24 | 9-93 8-11 17-18

Tableau 7 : Profils consensus obtenus a partir de 1’ensemble des substrats. Les loci dans les cases grisées correspondent aux marqueurs
supplémentaires du kit Identifiler™ par rapport au kit Profiler Plus™. Les échantillons dont les noms de laboratoire sont grisés ont été typés avec
Profiler Plus™.
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1V.3.2 Efficacité de typage

Nous avons calculé les efficacités de typages des réactions en évaluant cinq critéres par
comptage sur I’ensemble des profils obtenus : (i) ’absence d’amplification ; (ii) un génotype
correspondant parfaitement au génotype consensus; (iii) la présence d’un alléle
supplémentaire ; (iv) la perte d’un alléle par rapport au génotype connu et enfin (v) le typage
d’un all¢le absent dans le génotype consensus.

Cette efficacité de typage a été évaluée pour les deux kits d’amplification utilisés pour le
typage a partir d’ADN extrait d’échantillon osseux, pour les résultats obtenus avec le kit
Identifiler™ a partir de substrats osseux et dentaire et enfin pour les échantillons dont I’ADN

a été extrait avec le tampon de lyse contenant du PTB.

1V.3.2.1 Comparaison des kits utilisés sur les substrats osseux

Le kit AMPfISTR® Profiler Plus™ n’ayant été utilis¢ que sur des échantillons osseux nous
n’avons pu comparer son efficacité avec le kit AMPfISTR® Identifiler™ que pour ce type de
substrat. Les comparaisons ont bien entendu porté sur les marqueurs présents a la fois dans les
deux kits et nous avons décidé de ne pas tenir compte des résultats du locus de 1’amélogénine
qui est généralement amplifié (sauf cas cités ci-dessus).

Les résultats sont présentés dans les diagrammes ci-dessous ; les marqueurs sont classés par
ordre croissant de taille des produits de PCR (Figure 37a et b).

Pour le kit Profiler Plus™ nous nous sommes basés sur 64 amplifications. Force est de
constater que pour le kit Profiler Plus™ la proportion de génotypes complets reste dans une
gamme comprise entre 85% et 75% ce qui correspond a des amplicons de 250pb au
maximum. La proportion d’absence d’amplification augmente de manicére notable pour les
marqueurs D7S820 et D18S51 dont les alleles de plus grande taille sont comparables a ceux
de FGA mais dont la taille des alléles les plus petits est supérieure.

La fréquence de perte d’alléles est inférieure a 10% pour tout les marqueurs et la présence
d’allele supplémentaire est inférieure a 5% excepté pour le locus vVWA. La proportion de
typage erroné est également inférieure a 10% pour tous les marqueurs. Les résultats obtenus
pour les différents artéfacts d’amplifications, a 1’exception de ’absence d’amplification, ne
permettent pas d’établir une relation claire entre leur fréquence et ’augmentation de la taille

des loci pour ce kit.
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Efficacité de typage du kit Profiler Plus ™
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Figure 37a: Efficacité de typage du kit Profiler Plus™ ¢valuée sur 64 amplifications réalisées

a partir d’échantillons osseux.

Pour le kit Identifiler™, nous nous sommes basés sur 168 amplifications. Comme pour le kit
Profiler Plus™, la fréquence de génotypes complets diminue a mesure que la taille des
marqueurs augmente. Cependant, pour le marqueur D13S317 la proportion d’absence
d’amplification est plus élevée que celle observée pour FGA qui est pourtant de taille plus
importante. Les marqueurs D7S820 et D18S51 présentent tous deux les proportions les plus
importantes d’absence d’amplification.

La fréquences des pertes d’all¢les est supérieure a 10% pour les loci vVWA et D13S317 ; pour
les autres marqueurs ces proportions varient entre 4% et 8%. Il semble que les pertes d’all¢les
soient légerement plus importantes avec ce kit qu’avec le kit Profiler Plus. Les autres artéfacts

d’amplification sont néanmoins moins fréquents que pour Profiler Plus.
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Efficacité de typage des marqueurs du kit IdentifilerTM
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Figure 37b: Efficacité de typage du kit Identifiler™ évaluée sur 168 amplifications réalisées a
partir d’échantillons osseux. Seules les données des marqueurs présents dans le kit Profiler™

Plus sont présentées.

1V.3.2.2  Comparaison des substrats analysés

Les deux diagrammes ci-dessous (Figures 38a et b) présentent les résultats de 1’évaluation de
I’efficacité de typage du kit Identifiler sur des extraits obtenus a partir d’échantillons osseux
et dentaires.

Pour les échantillons osseux, nous avons repris les données des 168 amplifications
précédentes en y incluant I’ensemble des marqueurs du kit. La méme tendance se dégage que
précédemment c’est a dire que les échecs d’amplifications sont plus fréquents pour les
marqueurs de grande taille. Pour les loci dont les produits d’amplification approchent les
300pb, les pourcentages d’échecs sont supérieurs a 50% sauf pour D2S1338 (44%).
Cependant pour ces marqueurs de haut poids moléculaire, la corrélation entre taille des
amplicons et efficacité de typage est moins nette.

Nous avons observé que les pertes d’alléles étaient toutes inférieures a 10% sauf pour les
deux marqueurs identifiés précédemment (VWA, D13S317). La fréquence de typage d’alleles
supplémentaires ou de faux alleles correspond a 2% excepté pour FGA (3,57%) et D2S1338
(4,17%).
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Efficacité de typage du kit AVPf/STR Identifiler
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Figure 38a: Efficacité de typage du kit Identifiler™ ¢valuée sur 168 amplifications réalisées a

partir d’échantillons osseux

L’efficacité de typage du kit Identifiler™ sur les extraits d’ADN provenant de dents a été
évaluée a partir de 31 amplifications.

Le diagramme ci-dessous montre clairement la qualité de I’ADN extrait a partir de dents. En
effet, sur les 15 loci analysés les typages ont permis d’obtenir un génotype complet pour 11

marqueurs et pour les 4 loci restant seul une perte d’alléle a été observée.

Ffficacité de typage du kit AMPfISTR Identifilier TM
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Figure 38b: Efficacité de typage du kit Identifiler™ évaluée sur 31 amplifications réalisées a

partir d’échantillons dentaires.
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1V.3.2.3 Influence du PTB

Afin d’évaluer dans quelle mesure le protocole d’extraction incluant du PTB dans le tampon
de lyse permet d’améliorer la qualité de ’ADN et ainsi d’obtenir de meilleurs résultats nous
avons comparé les résultats obtenus lors du typage des STR autosomaux avec les kits Profiler
Plus™ et Identifiler™. Notre analyse s’est basée sur les extraits provenant de poudre d’os
ayant subit les deux approches. Les évaluations ont été réalisées sur un total de 64
amplifications en prenant en compte les neufs marqueurs en communs entre ces deux kits
d’amplification.

Dans le premier diagramme ci-dessous (Figure 39) les cinq paramétres d’efficacité de typage
ont ét¢ évalués pour 3 groupes d’échantillons: (i) les échantillons du premier groupe
montraient des résultats de quantification faisant état de concentrations en ADN plus faibles
avec le tampon de lyse contenant du PTB qu’avec le tampon habituellement utilisé ; (ii) le
second groupe correspond aux échantillons pour lesquels les deux types d’extractions ont
montré des rendements similaires ; (iii) enfin le dernier groupe rassemble les échantillons
pour lesquels les extraits étaient plus concentrés aprés utilisation d’un tampon de lyse

contenant du PTB.

Conmparaison des efficacités de typage des extractions avec/sans PIB
100%
90% _ O pas danplif® sans PTB
80% B pas danplif® avec PTB
70% O conplet sans PTB
60% _| ] O conplet avec PIB
] dallcle PIB

0% perte iCle sans

u M O perte d'allele avec PTB
40% B alkle suppkém sans PTB
30% O alkle supplém avec PTB
20% - B erreur sans PTB
10% - B erreur avec PIB

o L B m N W I o b
[conc®] inf [conc®] équiv [conc®] sup

Figure 39 : Efficacité de typage des STR autosomaux pour les trois groupes d’échantillons.
[conc®] inf: premier groupe; [conc®] équiv: deuxiéme groupe; [conc®] sup : troisiéme

groupe.
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Pour le premier groupe, on constate que les absences d’amplification sont moins nombreuses
lors de I’utilisation du tampon contenant du PTB; de plus la proportion de génotypes
complets est plus importante. Concernant les artéfacts d’amplification, la fréquence des pertes
d’alléles a diminué avec le PTB et la détection d’alleéles supplémentaires ou les événements de
faux typage, n’ont pas été observés avec 1’utilisation de PTB.

Une concentration plus faible des extraits de départ semble tout de méme permettre un

meilleur typage des STR autosomaux en utilisant le tampon contenant du PTB.

Les échantillons pour lesquels les rendements des deux protocoles d’extractions étaient
équivalents ont montré le méme type d’amélioration des résultats. Toutefois dans des
proportions moins nettes que dans le premier groupe: la diminution des absences
d’amplification étant de 1,69 dans le premier groupe et de 1,43 dans le second et
I’augmentation des génotype complets étant respectivement de 1,58 et 1,38. Les différents
types d’artéfacts d’amplification pour ce groupe d’échantillons étaient également plus

nombreux avec le tampon PTB tout en restant a des fréquences faibles.

Enfin, les amplifications prises en compte pour le troisiéme groupe ont montré les plus grands
ratios pour la diminution des absences d’amplification et 1’obtention de génotypes complets :
11,5 et 2,65. Tout comme pour les échantillons du groupe précédent nous avons constaté une
légeére augmentation du nombre des différents types d’artéfacts d’amplification.

11 faut toutefois considérer que 1’efficacité de typage dans ce groupe n’a été évaluée que pour

10 PCR, correspondant a 90 loci pris en compte, ce qui peut constituer un biais important.
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Conyparaison des efficacités de typage des extractions avec/sans PTB

80%
70% 0 pas d'anplif® sans PTB
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Figure 40: Efficacité de typage comparative pour I’ensemble des échantillons testés avec le

tampon de lyse contenant du PTB.

Afin d’avoir une vision globale de I’influence du PTB, nous avons réuni 1’ensemble des
résultats dans un méme diagramme (Figure 40).

Les résultats montrent une diminution des absences d’amplification, une augmentation du
nombre de marqueurs avec des génotypes complets ainsi qu’un diminution des pertes
d’hétérozygotie. La détection d’allele supplémentaire semble légérement augmenter et
concernant la détection de faux alléles, la différence entre les deux valeurs n’est pas
significative, la proportion de cet artéfact reste constante suivant les deux protocoles

employés.

1V.3.3 Equilibre de Hardy-Weinberg

Afin de déterminer si I’ensemble de échantillons analysés pouvait étre considéré comme
constituant une population a 1’équilibre de Hardy-Weinberg, nous avons réalisé un test exact
d’équilibre pour les différents loci du kit AMP{fISTR® Profiler™ Plus a 1’aide du logiciel
Genepop 3.4 (Raymond et Rousset, 1995). Nous n’avons pris en compte que ces neufs loci
dans un souci d’homogénéisation des données entre les échantillons typés avec ce kit et ceux

typés avec le kit Identifiler™.

165



L’estimateur Fj, reflétant la déviation des fréquences par rapport a I’équilibre a également été
¢valué selon les paramétres de Weir et Cokerham (W&C) (1984). Des valeurs positives pour
cet estimateur traduisent un déficit d’hétérozygotes par rapport a la valeur attendue et des
valeurs positives un exces d’hétérozygotes.

Les résultats montrent que seuls deux loci, D13 et D21, se rapprochent d’une P-value de 0,95
correspondant a 1’équilibre en prenant comme hypothése H1 un déficit d’hétérozygotes
(tableau 8). Seuls ces deux marqueurs présentent en outre des valeurs de Fjs indiquant un

exces d’hétérozygotes.

Erreur ;

LOCUS P-val e WFslzc
D13 0,9308 | 0,0000 | -0,089
D18 02603 | 0,0041 | +0,033
D21 0,9309 | 0,0023 | -0,110
D3 0,5505 | 0,0015 | +0,049
D5 0,0677 | 0,0010 | +0,090
D7 0,0761 | 0,0008 | +0,097
D8 02913 | 0,0023 | +0,020
FGA 0,0100 | 0,0005 | +0,137
YWA 03082 | 0,0024 | +0,024

Tableau 8 : Résultats obtenus pour le test exact de Hardy Weinberg.

Il semble que 1’ensemble des sujets anciens analysés ne puissent étre considérés comme une
population a 1’équilibre de Hardy-Weinberg. Ce résultat n’est pas étonnant attendu que pour
plusieurs échantillons nous ne disposions pas de profils complets (les sujets pour lesquels
moins de trois loci avaient ét¢ amplifiés n’ont toutefois pas été pris en compte). Par ailleurs,
notre échantillon ne répond pas a la stricte définition d’une population archéologique puisque
les échantillons ne sont pas regroupés de manicre chronologique ou temporelle. Toutefois, nos
sujets proviennent tous de Yakoutie Centrale ce qui constituie un méme ensemble
géographique. De plus, pour les différents tests statistiques nous avons tenu compte des

relations de parenté pouvant exister entre les sujets.
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1V.3.4 Analyse Moléculaire de Variance

Une analyse moléculaire de variance (AMOVA) a été réalisée a 1’aide du logiciel
ARLEQUIN afin de déterminer si des variations étaient observées en fonction de la
répartition chronologique ou géographique des sujets étudiés.

Les échantillons ont été répartis en trois sous groupes chronologiques correspondant aux trois
périodes ayant été mises en évidence en considérant les pratiques funéraires et les datations
(cf chapitre 11.1.2.2. Datations). Nous n’avons pas pris en compte les sujets appartenant a la
période pré-médiévale car les profils obtenus ne comprenaient pas assez de marqueurs
amplifiés.

Pour la répartition géographique, nous nous sommes servi de la localisation des tombes et
avons divisé les échantillons suivant les trois u/us dans lesquels ont été faites la plupart des

découvertes : Churapchinsky, Khangalassky et Tattinsky.

Variance (%)
Répartition i i :
Au sein des populations | Entre les populations
Chronologique 100 0
Géographique 99,2 0,8

Tableau 9 : Résultats de ’analyse AMOVA basée sur les répartitions chronologique et

géographique de I’ensemble des sujets anciens.

Les résultats de 1’analyse, présentés dans le tableau 9 ci-dessus, montrent qu’aucun des deux
facteurs retenus ne présentent un critére de différenciation pour notre échantillon. En effet, la
totalité de la variabilité est présente au sein des sujets composant les différents sous groupes
et non pas entre les sujets des différents ensembles. 11 faut toutefois considérer que la taille
des échantillons pourrait entrainer un biais ne permettant pas de différencier nos sujets selon

ces critéres.
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IV.3.5Relations de parenté au sein des différents ensembles funéraires

Les STR autosomaux ont été utilisés afin de calculer les probabilités des différents liens de
parenté pouvant exister entre les sujets ayant ét¢ inhumés au sein d’un méme site. Il a
¢galement été nécessaire de prendre en compte les résultats des marqueurs a transmission

uniparentale pour évaluer les différentes hypothéses.

1V.3.5.1 Le site d’Arbre Chamanique (AC)

Ce site, situé dans 1’u/us de Churapcha, a ét¢é nommé ainsi en raison de la présence d’un arbre
chamanique prés de D’emplacement des tombes. Le nom exact du lieu, déterminé
ultérieurement, est « okhtoubout » ce qui signifie « mort au champs d’honneur ».

Le site comprend trois tombes proches, dont une sépulture multiple (AC1) dont le coffre
contenait les corps de quatre sujets et sur lequel un enfant avait été déposé. Ces tombes sont
situées au sommet d’une terrasse dominant un alas de taille importante. La tombe AC2 est en
position intermédiare entre I’alas et la lisiere de la forét et la troisiéme tombe est la plus

¢loignée de I’alas.

La tombe Arbre Chamanique 1

Figure 41 : Corps des 4 sujets inhumés dans le coffre de la tombe d’Arbre Chamanique 1. le
sujet 4 (YAKa35) était déposé sur le coffre.
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L’ensemble des sujets inhumés dans cette tombe présente le méme haplotype mitochondrial et
devaient par conséquent appartenir a la méme lignée maternelle. Pour les deux sujets
masculins : sujet 1 (YAKa34) et 5 (YAKa38) (dont le sexe a été déterminé de maniére
génétique uniquement puisqu’il s’agit d’un sujet immature) nous n’avons pas pu comparer les
lignées paternelles puisque aucun résultat exploitable n’a été obtenu pour le sujet YAKa38.
Les probabilités obtenues a partir des différentes bases de données de fréquences alléliques
mettent clairement en évidence une relation de parenté de type frére/soeur entre les sujets 1
(YAKa34) et 2 (YAKa36). En effet, les probabilités déduites des valeur des rapports de
vraisemblance (ou LR : Likelihood Ratio) pour ces relations sont supérieures a 99,999% en
utilisant les différentes bases de données.

Concernant 1’'unique sujet 5 (YAKa38), seuls des résultats portant sur le kit Profiler Plus™
ont été obtenus au cours de I’année 2005. Faute de matériel osseux, il n’a pas été possible de
réaliser des extractions supplémentaires pour tester le kit Identifiler cette année. Les calculs
ont par conséquent été effectués sur 9 loci et non 15 comme précédemment. Les résultats sont
donc moins discriminants que ceux obtenus pour les autres sujets. Cet enfant apparait comme
ayant 99,96% de chance d’étre le frére du sujet 1 ; 99,79% de chance d’étre le frére du sujet 2.
Il semble donc que ces 3 sujets, qui possedent la méme lignée maternelle, soient fréres et
soeurs.

Les différentes relations possibles entre les sujets 1, 2, 5 et le sujet 3 (YAKa37) ont été
testées. Des rapports de vraisemblance relativement élevés ont été obtenus, cependant la
relation qui présente les probabilités les plus importantes semble montrer que le sujet 3 était la
mere des 3 autres individus avec des probabilités respectives de : 99,9989%, 99,997% et
99,95% (ce score est plus faible en raison d’un nombre de marqueurs restreint et d’une
possible mutation +1 pour le locus FGA qu’il a fallu prendre en compte (Brinkmann et al.,
1998)).

YAKa37

99,995905] 99,99700 | 99,9504

YAKa34 -~ -— YAKa38
99,99999  99,79%0
YAKa36

99,96%

Figure 42 : Relations de parenté au sein de la tombe Arbre Chamanique 1.
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Les valeurs des rapports de vraisemblance pour les relations entre le sujet 4 (YAKa35) qui a
été retrouvé déposé a I’extérieur du coffre contenant les autres individus, ne font apparaitre
aucune parenté. Cependant ce résultat vient du fait que pour ce sujet les profils obtenus étaient
trés incomplets et par conséquent il n’a pas été possible de comparer les données obtenues sur
les autres sujets. Il est toutefois permis de penser qu’une relation liait cet enfant aux autres

sujets car il possede également le méme haplotype mitochondrial.

Relations avec la tombe AC2

Le sujet découvert dans la tombe AC2 (YAKa41) présente le méme haplotype mitochondrial
que les sujets de la tombe n°l. Son profil STR exclut d’emblée une relation de type pere-fils
avec le sujet YAKa34 (loci permettant 1’exclusion : D19, D5) ou une relation de type mére-
fils avec YAKa37 (loci permettant I’exclusion : D13, D19 et THO1).

Une relation de type mére-fils est toutefois envisageable avec le sujet YAKa36 puisque la
probabilité¢ déduite du rapport de vraisemblance donne 99,97% de chance que ce type de
relation existe entre ces deux individus. De plus, ’estimation de 1’age de ces deux sujets (25-
30 ans et moins de 12 ans) pourraient étre en accord avec cette hypothése. La probabilité
d’existence d’une relation de type demi-fréres/oncle-neveu/grand-parent-petit-enfant est de
99,53%. La probabilité d’existence de ce méme type de relation entre YAKa 34 et YAKa41
est de 96,3% et de 87,84% avec YAKa38. Il semble donc que le sujet de a tombe d’AC2 soit
le fils du sujet YAKa36, les sujets Yaka34 et 41 étant probablement ces oncles.

Il se pose toutefois le probléme de la période d’inhumation de ces sujets. Le mode de
construction de la tombe dans laquelle est inhumé le sujet YAKa41 est du méme type que
celui de la tombe n°l. L’absence d’écorce de bouleau sur la surface du coffre pourrait
signifier une période plus récente, mais cette absence peut également étre en relation avec un

sujet pour lequel il n’aurait pas été jugé nécessaire d’utiliser le revétement d’une tente d’été.

Relations avec la tombe AC3 :
La tombe n°3 est la plus ¢loignée de la tombe n°1 et se rapproche de la lisicre de la forét. Le
sujet féminin inhumé dans cette tombe ne présente pas le méme haplotype mitochondrial que
les autres individus de ce site. Les résultats des tests de parenté indiquent qu’aucune relation
de proche parenté n’existe entre ce sujet et les individus des deux autres tombes. Les rapports

de vraisemblance obtenus sont en effet tous inférieurs a 0,5 (probabilité inférieure a 33%). 11
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n’est donc pas possible de déterminer quelles étaient les liens qui existait entre cette femme et

les sujets des deux autres tombes.

1V.3.5.2 Le site de Jarama

Le site de Jarama a été découvert en sous bois, au sommet d’une bute surplombant un alas.
Ce site comporte la tombe d’un sujet adulte et un ensemble de trois tombes qui contenaient

des sujets immatures a été retrouvé a quelques meétres de la premiére sépulture.

A D’exception du sujet adulte de la tombe Jaramal (YAKa 50) les sujets immatures n’ont pas
permis d’obtenir de profils STR permettant la détermination des liens de parenté (cf tableau
7). L’haplotype mitochondrial du sujet adulte différe de ceux des 3 enfants. Seuls les sujets
des tombes 3 (YAKa52) et 4 (YAKa53) partagent une lignée maternelle commune.
Malheureusement les profils STR obtenus étant trés incomplets, il n’a pas été possible de
tester les différentes hypothéses de parenté.

Ce site pourrait confirmer les conclusions proposées par Ricaut et al.. (2005) portant sur le
regroupement d’individus appartenant a une méme structure clanique mais ne partagent pas

forcément de liens de proche parenté.

1V.3.5.3 Le site de Bekh Alas

Le site de Bekh Alas regroupe 4 tombes qui étaient localisées a proximités d’une décharge
publique a ciel ouvert. Ces 4 tombes avaient été déplacées et éventrées suite au passage des
engins de chantier lors de la construction de la décharge. Nous n’avons par conséquent put
collecter que peu d’informations archéologiques (mode de construction des coffres et

présence de restes de vétements).

Seuls deux sujets présentaient des profils comportant un nombre de marqueurs permettant de
tester les relations de parenté. Les haplotypes mitochondriaux des deux individus étant
différents, une relation de type fratrie était exclue. Les LR obtenus pour les relations de type
cousins ou demi-fréres/oncle-neveu/grand-parent-petit-enfant ont permis d’exclure ce type de

relations entre ces deux sujets. Les marqueurs amplifiés pour les STR du chromosome Y
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montrent également des différences entre les alléles. Il semble donc que ces deux individus

n’étaient pas apparentés.

1V.3.5.4 Le site de Ken Ebe

Figure 43 : Ensemble des tombes du site principal de Ken Ebe (photos MAFSO 2005).

Le site de Ken Ebe a livré 9 tombes au total, 7 étaient localisées a proximité (cf figure 43),
une était située a quelques meétres du premier ensemble (tombe n°9, YAKa76) et la derniére
¢tait €loignée d’une centaine de metres environ (tombe n°8, YAKa75).

Au sein du premier ensemble, la conservation des restes osseux du sujet de la tombe n°1
(YAKa71l) ne permettait pas de réaliser de prélévement pour 1’analyse génétique. Concernant
les tombes que nous avons pu analyser, cet ensemble est composé¢ de 5 tombes de sujets
immatures (n°2, YAKa68 ; n°3, YAKa67 ; n°5, YAKa72 ; n°6, YAKa73 et n°7, YAKa74) et
de la sépulture d’une homme agé (n°4, YAKa71). D’apres les pratiques funéraires les tombes
les plus anciennes semblent étre les tombes 1, 4 et 3 ; viennent ensuite le dépot des tombes 2,

5,6¢t7.
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Le sujet de la tombe n°8 était une femme sans doute agée car presque totalement édentée ;
quant au sujet de la tombe n°9 il s’agissait d’un enfant d’environ 7 a 8 ans.

Comme pour les autres sites la détermination au sein de cet ensemble funéraire complexe
s’est avéré difficile du fait que les sujets mis au jour présentaient une conservation
différentielle de I’ADN entrainant I’obtention de résultats trés inégaux et de profils parfois
trés incomplets (YAKa72,73,74,75).

Les résultats obtenus mettent en avant que peu de sujets de ce site devaient partager des liens
de parenté. En effet, seuls les sujets 3 (YAKa67) et 8 (YAKa75) possedent le méme
haplotype mitochondrial. Les rapports de vraissemblance calculés pour les différents types de
relations entre ces deux sujets excluent un lien de proche parenté de type frére-soeur, cousin-
cousine ou demi-fréres/oncle-neveu/grand-parent-petit-enfant.

Seuls les paires YAKa68-YAKa7l et YAKa71-YAKa73 pourraient étre li€s par une relation
de type demi-fréres/oncle-neveu/grand-parent-petit-enfant. Cependant, les probabilités
déduites des rapports de vraisemblance restent tout de méme faibles : respectivement 71,34%
et 75,47%.

Tout comme pour le site de Jarama, nous nous trouvons donc en présence d’un site évoquant
un regroupement des sujets par appartenance a un méme groupe social plutot que dans le cas
de sujets partageant des liens de proche parenté. Considérant nos résultats, il est, pour

I’instant, impossible de confirmer ou d’infirmer cette hypothése.

1V.3.5.5 Le site de Bouogaryma

Le site de Bouogaryma était constitué par deux tombes de sujets adultes, un homme (n°l,
YAKa78) et une femme agée (n°2, YAKa79), éloignées de plusieurs métres surplombant un

alas en formation. Ce site est supposé correspondre a un cimeti¢re de clan.

Les deux sujets mis au jour ne partagent pas le méme haplotype mitochondrial et les relations
de parenté du type cousin et demi-frére/oncle-neveu/grand-parent-petit-enfant ont donné des
rapports de vraisemblance de 0,880 et 0,259 respectivement. Les probabilités correspondantes
donnent 46,8% et 20,5% de chance pour que ces individus soient liés par ce type de relations.

Ces deux individus n’étaient sans doutes pas liés par des relations de parenté.

173



1V.3.5.6 Les tombes n°9 et n°10

Ces deux sujets inhumés cote a cote présentent le méme haplotype Y, tandis que leurs
haplotypes mitochondriaux ne différent que par une seule mutation (le sujet YAKal9 porte
une substitution C/T en position 16298 par rapport a I’haplotype de YAKal7). Cette mutation
aurait pu se produire en une génération.

La probabilité que ces individus soient fréres étant de 9%, nous avons rejeté cette possibilité ;
en revanche une relation de type cousin ou demi-frére/oncle-neveu donne une probabilité de
73%.

Ces résultats permettent donc d’exclure une relation frére-frére entre ces deux sujets. Les
deux autres hypothéses sont envisageables et les résultats ne permettent pas de trancher en
faveur d’une relation de type oncle neveu ou cousins germains paternels.

Le recrutement pour ces deux tombes a donc été fait suivant des critéres de relation de
parenté. L’appartenance a une méme lignée paternelle semble étre, en effet, le critére le plus

probable puisque ces deux sujets présentent le méme haplotype.

1V.3.5.7 Site de la riviere Tandy

Les relations de parenté entre les deux nouveaux-nés des tombes STRla (YAKa29) et b
(YAKa30) ont également été étudiées. La comparaison des alleles, pour les 6 marqueurs ayant
donné un résultat, montre que seuls 2 alléles sont communs entre ces 2 sujets. De plus, les
haplotypes mitochondriaux différent par deux mutations et ne peuvent étre rattachés a la
méme lignée maternelle. Il ne semble pas exister de relation de parenté entre ces deux sujets,
I’inhumation de ces deux individus aurait donc été d’avantage motivée plutot par un critére

d’age plutdt que par I’appartenance a une méme famille.
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1V.4 Les marqueurs du chromosome Y

IV.4.1 Les STR

La détermination du sexe réalisée par le typage de I’amélogénine a permis de diagnostiquer
38 sujets masculins. Les sujets étudiés lors de la premicre année ont été typés a 1’aide du kit
PowerPlex® Y (PP-Y, Promega) ; alors que les sujets de la deuxiéme année ont été typés dans
un premier temps avec le kit PP-Y puis avec le kit AMPfISTR® Y-Filer™ (Applied
Biossystems) a 1’exception des sujets YAKa40, 41 et 49 pour lesquels nous n’avons pas pu
répéter les analyses avec ce dernier kit. Enfin pour les sujets de la troisiéme année nous avons
utilisé le kit Y-Filer™ exclusivement.

Les haplotypes consensus ont été¢ déterminés par la comparaison des résultats des différentes
amplifications et seuls les alléles présents au moins dans deux amplifications séparées ont été

pris en compte pour le consensus. Les résultats sont présentés dans le tableau 10.

1V.4.1.1 Efficacité de typage

Nous avons pu déterminer des haplotypes consensus complets pour 10 sujets étudiés avec le
kit PP-Y , soit 71,4% et pour 17 sujets avec le kit Y-Filer™, soit 70,8%. Les efficacités de
typage de ces deux kits ont été évaluées par la méme méthode que pour les STR autosomaux.
Les résultats sont présentés dans les deux diagrammes ci-dessous (Figure 44a et b). Les STR
du chromosome Y étant des marqueurs haploides les pertes d’alléles n’ont été évaluées que

pour le marqueur DYS385 qui est le seul marqueur dupliqué inclus dans ces deux kits.

L’évaluation de I’efficacité de typage du kit PP-Y a été réalisée sur 31 PCR. Comme pour les
STR autosomaux, il a été constaté que le succeés d’amplification est fonction de la taille des
produits de PCR des différents marqueurs. Tous les marqueurs rentrent dans ce schéma a
I’exception de DYS389II qui présente une meilleure efficacité de typage que le marqueur
DYS19 bien que présentant une taille supérieure.

Mis a part les absences d’amplification, la fréquence des artéfacts de PCR est assez faible

puisque des alléles supplémentaires ont été observés uniquement pour DY S438 et les typages
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erronés n’ont affectés que DYS19 avec dans les deux cas des fréquences inférieures a 7%. La

fréquence observée des pertes d’alléles pour DYS385 est de 12,9%.

Tableau 10 : Profils consensus établis a partir des différentes amplifications réalisées pour les

STR du Chromosome Y (cf infra).
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Echantillon | DYS456 | DYS3891 | DYS389I1 | DYS390 | DYS458 | DYS19 | DYS385a/b | DYS393 | DYS391 | DYS439 | DYS635 | DYS392 | GATA | DYS437 | DYS438 | DYS448

YAKal5 14 32 23 14 1113 14 11 10 16 14 11

YAKal7 13 28 23 15 1118 14 10 12 11 14 10

YAKal9 13 28 23 15 1118 14 10 12 11 14 10

YAKa2l 14 32 23 14 1113 14 11 10 16 14 11

YAKa23 - - - - - - - - - - -

YAKa24 14 32 - - - 14 11 - - - 11

YAKa25 - - - - - - - - - -

YAKa26 13 29 23 14 1213 13 10 10 14 14 10

YAKa27 13 - 24 1212 14 9 13 - 14 -

YAKa29 14 32 23 14 1113 14 11 10 16 14 11

YAKa3l 14 32 23 14 1113 14 11 10 16 14 11

YAKa34 14 14 32 23 16 14 1113 14 11 10 22 16 12 14 11 19
YAKa38 - - - - - - - - - - - - - - - -
YAKa39 14 14 32 23 16 14 1113 14 11 10 22 16 12 14 11 19
YAKa40 14 32 23 14 1113 14 11 10 16 14 11

YAKa41 14 32 23 14 1113 14 11 10 16 14 11

YAKa47 14 13 31 24 18 15 1114 14 10 11 21 12 12 15 10 -
YAKa49 14 31 23 14 1113 14 11 10 - 14 11

YAKa51 - - - - - - - - - - - - - - - -
YAKa56 14 14 31 23 16 16 1113 15 11 10 22 16 12 14 11 19
YAKa57 14 14 30 22 19 14 1113 14 10 10 22 14 12 14 10 19
YAKa58 14 14 - - 16 - - 14 11 - 22 - 12 14 11 (19)
YAKa59 14 - - - - - - 14 - - - - - 14 - -
YAKa60 - - - - - - - - - - - - - - - -
YAKa64 14 14 31 23 16 14 1113 14 11 10 22 15 12 14 11 19
YAKa65 14 14 - 23 (16/17) 14 (1113) 14 10 10 22 15 12 14 11 19
YAKa66 14 14 31 23 16 14 1113 14 11 10 22 15 12 14 11 20
YAKa67 14 14 31 23 16 14 1113 14 11 10 22 15 12 14 11 20
YAKa68 14 14 31 23 16 14 1113 14 11 10 22 15 12 14 11 19
YAKa69 14 14 31 23 16 14 1113 14 11 10 22 15 12 14 11 19
YAKa70 14 14 31 23 16 14 1113 14 11 10 22 15 12 14 11 20
YAKa7l 14 14 31 23 16 14 1113 13 11 10 22 15 12 14 11 19
YAKa73 - (14) - - 16 - - 14 10 - 22 - - 14 - 19
YAKa74 14 - - - 16 - - 14 - - - - - 14 - 19
YAKa78 14 14 31 23 16 14 1113 14 11 10 22 15 12 14 11 20
YAKa80 14 14 32 24 16 14 1113 14 11 10 22 16 12 14 11 19
YAKa81 14 14 31 23 14 14 1113 14 10 10 22 15 12 14 11 19
YAKag86 14 14 31 23 16 14 1113 14 11 10 22 16 12 14 11 19
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Figure44a : Efficacité de typage du kit PowerPlex® Y évaluée a partir de 31 amplifications.

Pour le kit Y-Filer™ nous avons évalué ’efficacité de typage sur 65 amplifications. La
corrélation entre la taille des marqueurs et 1’efficacité de typage est beaucoup moins nette
pour ce kit. En effet, tous les marqueurs montrent une fréquence de typages corrects
supérieure a 50% et on constate pour la majeure partie des loci que I’efficacité de typage est
supérieure ou égale a 60%. Seuls DYS19 et DYS439 présentent des proportions plus faibles.
Mis a part DYS393, qui présente une fréquence de typages corrects supérieure a 90%,
I’efficacité de typage est relativement homogene pour I’ensemble des marqueurs.

Des artéfacts d’amplifications ont été observés dans un plus grand nombre de marqueurs sans
doute en raison du nombre plus important de PCR prises en compte. Toutefois les valeurs des
fréquences correspondent généralement a un ou deux faux alléles ou alléles supplémentaires
observés pour I’ensemble des analyses. Par ailleurs, pour le locus DYS385 la fréquence de

pertes d’allele observée est inférieure a 8%.
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Figure44b : Efficacit¢ de typage du kit AMP{ISTR® Y-Filer™ ¢valuée a partir de 65

amplifications.

1V.4.1.2  Analyse des données

Parameétres de diversité

Nous avons évalué la diversité génétique pour chacun des loci au sein de 1’ensemble des
sujets anciens étudiés ainsi que pour la population moderne composée de 97 individus pour
lesquels des prélévements génétiques ont été reffectués. Ces valeurs ont été comparées aux
diversités calculées pour les populations présentes dans notre base de données. Le tableau
présentant les valeurs chiffrées se trouve en Annexe 10, mais pour plus de lisibilité nous
avons choisi de représenter ces comparaisons sous forme de diagrammes (Figure 45).

Le résultat le plus marquant de cette comparaison est que pour 1’ensemble des marqueurs la
diversité génétique observée dans 1’échantillon ancien étudi¢ est supérieure a celle de la
population moderne.

La diversité génétique de 5 marqueurs (DYS19, DYS3891, DYS390, DYS393 et DYS 439)
dans la population Yakoute, aussi bien ancienne que dans les différents échantillons modernes

pris en compte, est inférieure a celle observée dans les autres populations.
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Figure 45 : Comparaison des indices de diversité génétique pour les STR du chromosome Y entre différentes populations.
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Pour le locus DYS389II, la diversité observée est équivalente a celle des habitants actuels de
la vallée d’Eygin Gol et de la population Bouriate. Enfin pour DYS391, DYS392 et DY S438,
les diversités génétiques sont comprises entre les valeurs observées pour les différentes

populations.

Nous avons calculé la diversité haplotypique pour I’ensemble des sujets anciens analysés et
actuelle selon la formule de Nei (1987). Ce paramétre a été comparé aux données disponibles

dans la littérature. Les résultats sont présentés dans le tableau 11 ci-dessous.

Population Diversité
haplotypique
Yakoutes anciens 0,89
Yakoutes actuels 0,90
Yakoutes actuels (Pakendorf et al., 2006) 0,79
Bouriates (Wozniak et al., 2006) 0.8691
Ouigours (Zhu et al., 2006) 0.9993.
Ouigours* 0,99
Mongols (Zhu et al., 2006) 0.9987
Mongols* 0,99
Kirghiz* 0,94
Kazakhs* 0,94
Uzbeks* 1,00

Tableau 11 : Diversités haplotypiques basées sur les STR du chromosome Y de différentes

populations. * données d’aprés Zerjal et al., 2002.

La diversité haplotypique de notre échantillon ancien est relativement basse comparée aux
populations d’Asie Centrale et équivalente a celle observée dans la population actuelle étudiée
au laboratoire. Elle est, en revanche, supérieure a celle observée dans la population de
Yakoutie Centrale analysée par Pakendorf et al. (2006). La diversité observée chez les

Bouriates est comparable a celle de notre population archéologique.

Haplotypes partagés
La population prise en compte pour les différentes analyses se compose des 26 sujets ayant
permis d’obtenir des profils complets pour les loci composant 1’haplotype minimum (i.e.
DYS19, DYS385, DYS3891, DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392). Nous avons choisi

d’effectuer les différents calculs et comparaisons a partir de ces marqueurs car la plupart des
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données de la littérature sont disponibles uniquement pour ces loci et parfois pour un nombre
plus réduit.

Au sein de I’ensemble des sujets anciens étudié€s, nous avons pu distinguer 12 haplotypes
différents présentés dans le tableau 12 ci-dessous. Deux haplotypes sont retrouvés avec des
fréquences élevées dans notre échantillon : ’haplotype (H1) des sujets YAKa64, YAKa66,
YAKa67, YAKa68, YAKa69, YAKa70, YAKa78 avec une fréquence de 26,85% et
I’haplotype (H2) des sujets YAKal5, YAKa2l, YAKa29, YAKa31l, YAKa34 et YAKa39,
YAKa40, YAKa41 qui représente environ 30% des lignées paternelles de notre population.
Aucun des sujets présentant ces haplotypes n’est apparenté (cf Résultats analyse des liens de
parenté) et tous proviennent de sites différents a I’exception de YAKa67 et 68. Un troisiéme
haplotype est retrouvé chez plusieurs sujets de notre échantillon ancien: il s’agit de
I’haplotype des sujets YAKal7 et YAKal9, pour lesquels il n’a pas été possible d’exclure une

relation de parenté. Les sept autres haplotypes sont uniques dans notre échantillon ancien.

Echantillon | Frq abs | Frq rel DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
19 385 3891 38911 390 391 392 393

YAKa64 7 26,85 14 1113 14 31 23 11 15 14
YAKal5 8 30,8 14 1113 14 32 23 11 16 14
YAKal7 2 7,7 15 1118 13 28 23 10 11 14
YAKa26 1 3,85 14 1213 13 29 23 10 14 13
YAKa47 1 3,85 15 1114 13 31 24 10 12 14
YAKa56 1 3,85 16 1113 14 31 23 11 16 15
YAKa57 1 3,85 14 1113 14 30 22 10 14 14
YAKa65 1 3,85 14 1113 14 - 23 10 15 14
YAKa71 1 3,85 14 1113 14 31 23 11 15 13
YAKag80 1 3,85 14 1113 14 32 24 11 16 14
YAKaS81 1 3,85 14 1113 14 31 23 10 15 14
YAKa86 1 3,85 14 1113 14 31 23 11 16 14

Tableau 12 : Haplotypes minimum des STR du chromosome Y observés dans la population

Yakoute ancienne. Frq abs : fréquence absolue ; Frq rel : fréquence relative en %.

Ces différentes lignées paternelles ont été comparées avec les données obtenues sur nos
¢chantillons modernes afin d’évaluer les haplotypes conservés. Les haplotypes H1 et H2 sont
retrouvés avec des fréquences respectives de 27,8% et 16,5% dans notre échantillon moderne
et sont également présents dans les données de Pakendorf et al. (2006) avec une fréquence de
10% et 43%. Les haplotypes des sujets YAKal7 et YAKal9 ainsi que ceux des sujets
YAKa81, YAKa86, sont ¢galement présents parmi nos 97 échantillons modernes. Les lignées

paternelles des sujets YAKa47, YAKa71 et YAKa80 ont été retrouvées dans notre échantillon
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moderne avec une mutation +/-1 tandis que les haplotypes des sujets YAKa26, YAKa56,
YAKa57 n’ont pas été observés dans notre échantillon moderne.

Ces données ont été¢ comparées a I’aide du logiciel YCDMA aux populations présentes dans
notre base de données. Nous avons également réalisé une recherche sur les bases de données
disponibles en ligne (YHRD, Y-Filer database et PowerPlex Y database). Les résultats sont
présentés dans le tableau 13 ci-dessous.

Les résultats de ces comparaisons montrent que seuls les haplotypes des sujets YAKal7 et
YAKa 26 sont retrouvés fréquemment dans d’autres populations que les Yakoutes. Peu de
données sur les STR du chromosome Y sont disponibles pour les populations Toungousses
(Evenks et Evénes). Nous avons tout de méme pu avoir acceés a des données concernant les
haplotypes appartenant a 1’haplogroupe N3 de la population Evenks (Karafet ez al., données
non publiées et Xue et al., données non publiées). La comparaison avec ces haplotypes a
permis de mettre en évidence que I’haplotype H2 était retrouvé chez 2 Evenks et que

I’haplotype du sujet Y AKa86 était présent chez 8 Evenks.

Base de données du laboratoire Bases de données en ligne

YAKa64 (H1) |NR NR
YAKal5 (H2) |2 Evenks NR

YAKal7 3 Mongols 71 Kalmyks, 19 Bouriates

YAKa26 1 Turc Centre Anatolie, 4 Mongol | 1 Mongol, 1 Kazakh, 10 Turcs

YAKa47 NR NR

YAKa56 NR NR

YAKa57 NR +/-1 31 Bouriates

YAKa65 NR NR

YAKa71 NR NR

YAKa80 NR NR

YAKa81 NR 1 russe Vladivostok

YAKa86 8 Evenks NR

Tableau 13 : Comparaisons des haplotypes du chromosome Y dans notre base de données
(références en Annexe 6) et dans les bases de données en ligne. NR : haplotype non retrouvé

lors de la comparaison.
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1V.4.2 Les SNP

Les résultats des typages des SNP obtenus a ’aide du protocole SNaPshot sont présentés dans
le tableau 14 ci-dessous. Onze sujets anciens ont été sélectionnés pour représenter I’ensemble
des haplotypes présents dans notre population et ainsi pouvoir déterminer par comparaison les
affiliations aux différents haplogroupes de I’ensemble des individus anciens. L’état de
dégradation de ’ADN de certains sujets anciens et le manque de matériel disponible ont
entrainé 1’impossibilit¢ de diagnostiquer directement leur haplogroupe, aussi avonsn nous
sélectionné des sujets modernes qui présentaient le méme haplotype. Cependant, il n’a pas été
possible de déterminer I’haplogroupe des sujets YAKal7/YAKal9 et YAKa47. Pour les
sujets YAKal7/YAKal9, la détermination de la mutation TAT avait été effectuée par la
méthode MALDI-TOF et a montré que ces sujets ne portaient pas 1’allele C, ils
n’appartiennent donc pas a 1’haplogroupe N3. Concernant le sujet YAKa 47 la construction
dun median-joining network (cf Annexe 12) comprenant I’ensemble des sujets anciens a

montré qu’il appartient vraissemblablement a un haplogroupe différent de N3.

Echantillon | Haplogroupe

YAKa64 (H1) N3

YAKal5 (H2) N3
YAKal7 ? (pas TAT-C)
YAKa26 K(xN,0,P)
YAKa47 ? (pas TAT-C)
YAKa56 N3
YAKa57 P
YAKa65 N3
YAKa7l N3
YAKa80 N3
YAKa81 N3
YAKa86 N3

Tableau 14 : Affiliation des sujets anciens aux différents haplogroupes du chromosome Y.

La majorité des haplotypes appartiennent a I’haplogroupe N3, caractérisé par la mutation
TAT-C, dont la fréquence est de 78,3% dans 1’échantillon ancien étudié.

Cette fréquence a été comparée aux données de la littérature pour différentes populations
(Tableau 15). Les fréquences les plus élevées sont observées chez les Yakoutes et on retrouve
des fréquences importantes de cet haplogroupe chez les Khantys (populations vivant dans le
nord-ouest de la Sibérie dans la région de la riviere Ob) et les Bouriates ainsi que chez les

Finlandais.
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Cette fréquence élevée contraste avec les populations Toungousses environnantes qui
présentent des fréquences beaucoup plus faibles : 16,8% chez les Evenks, 22% chez les
Evénes et ¢galement chez les Youkaguirs : 25%. Tres peu de lignées paternelles appartenant a
cet haplogroupe sont retrouvées chez les Mongols puisque la fréquence de 1’haplogroupe N3
est de seulement 2% environ et cet haplogroupe est absent des populations d’Asie Centrale

(Kirghiz et Uzbeks) mais rencontré avec une fréquence de 10% chez les Kazakhs.

Population Frég)ze;nce Référence
Russes 15 Zerjal et al., 1997
14 Derenko et al., 2006
33 Karafet ef al., 1999
Finlandais 524 Zerjal et al., 1997
61.1 Lahermo et al., 1999
Saami 25.0 Zerjal et al., 1997
48.9 Lahermo et al., 1999
Karelies 39.6 Lahermo et al., 1999
Mari 30.6 Zerjal et al., 1997
333 Lahermo et al., 1999
Mansis 18.2 Lahermo et al., 1999
Khanty 63.2 Lahermo et al., 1999
Koryaks 20.0 Lahermo et al., 1999
33.0 Karafet et al., 1999
Youkaguirs 25.0 Karafet et al., 1999
Esquimaux sibériens 50.0 Karafet et al., 1999
Evenks 16.8 Karafet et al., 1999
16 Derenko et al., 2006
Evénes 22.0 Karafet et al., 1999
Tuvas 9.7 Derenko et al., 2006
Tofalars 25 Derenko et al., 2006
Bouriates 57.7 Zerjal et al., 1997
18.9 Derenko et al., 2006
28.4 Karafet et al., 1999
Mongols 2.1 Zerjal et al., 1997
2.7 Karafet et al.. 1999
Ouigours 0 Karafet et al., 2001
Kazakhs 10.0 Karafet et al., 2001
Altai 0 Karafet et al., 2001
Uzbeks 1.9 Karafet et al., 2001
Kirghiz 0 Karafet et al., 2001
Yakoutes 85.7 Zerjal et al., 1997
100.0 Lahermo et al., 1999
75.0 Karafet ef al., 1999
85.7 Pakendorf et al., 2002
74 Pakendorf et al., 2006
Yakoutes anciens 78,3 notre étude

Tableau 15 : Fréquences de 1’haplogroupe N3 dans les populations eurasiennes.
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1V.4.3 Analyse Network

Nous avons réalis€¢ la construction d’un Median Joining network avec les différents
haplotypes appartenant a 1’haplogroupe N3 provenant de l’ensemble des sujets anciens
¢tudiés et de la population moderne ainsi qu’avec des données disponibles pour d’autres
populations (Figure 46). Les haplotypes utilisés sont les suivants : 2 haplotypes bouriates
(Derenko et al., unpublished data) ; 10 haplotypes mongols (Xue et al., 2006 ; Zerjal et al.,
2002) et 2 haplotypes ouigours (Xue ef al., 2006).

Nous avons utilisé les données des loci suivant : DYS19, DY S3891, DYS3891I, DY S390,
DYS391, DYS392, DYS393. Seuls ces marqueurs ont été retenus car, en raison de
I’hétérogénéité des taux de mutations entre les loci et les populations, nous ne disposions de
valeurs de pondération fiables que pour cet ensemble de marqueurs (Kayser et al., 2000).

La taille de chaque cercle correspond a I’effectif relatif des différents haplotypes. Le network
obtenu montre clairement une structure bipolaire, les haplotypes yakoutes étant clairement
distincts de ceux observés chez les Mongols et les Ouigours. L’haplotype nodal semble étre
Br134 qui est un haplotype retrouvé fréquemment dans la population bouriate (puisqu’il
représente environ 14% des lignées paternelles (Wozniak et al.. 2006)) et également dans la
population mongole mais a une fréquence moindre.

L’ensemble des haplotypes yakoutes, et notamment ceux découverts dans 1’échantillon ancien
analysé, ne sont séparés les uns des autres que par une seule mutation a I’exception du sujet
YAKa56. Cet haplotype est en effet séparé par 4 mutations du reste des haplotypes. Les
lignées paternelles yakoutes apparaissent donc séparées des autres haplotypes appartenant a
I’haplogroupe N3. Cette caractéristique semble indiquer une expansion rapide a partir d’un
nombre de fondateurs relativement réduit (Pakendorf et al., 2006). L’haplotype du sujet
moderne YAK42 est 1ié par une seule mutation a la fois a I’haplotype nodal bouriate, la
branche des haplotypes yakoutes et partage également les mémes mutations que deux sujets

mongols.
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Figure 46 : Median Joining network des haplotypes STR N3 de différentes populations.

(yak_m : yakoute moderne).

IV.4.4 Distances génétiques et analyse multidimensionnelle

Afin de pouvoir effectuer des comparaisons élargies a I’ensemble des sujets anciens analysés
et inclure un nombre de populations de référence plus important, nous avons réalisé des
calculs de distances génétiques entre populations a I’aide du logiciel ARLEQUIN. Ces calculs
de paire de distance Fg ont été effectués pour 10000 permutations en utilisant la méthode de
Reynolds (1983). Les loci pris en compte dans cette analyse sont identiques a ceux utilisés
lors de I’analyse network afin de conserver une homogénéité et une cohérence entre les
différents tests statistiques.

Nous avons sélectionné 12 populations pour ces comparaisons en fonction de leur localisation
géographique, des affinités possibles avec la population Yakoute mais également de la
disponibilité des données.

Afin de tester différentes hypothéses nous avons réalisé trois calculs successifs en prenant en
compte : (i) ’ensemble des sujets anciens (Annexe 12) ; (ii) la répartition chronologique de
nos échantillons (Annexe 13) et (iii) la répartition géographique des tombes (Annexe 14).

La matrice de Fy réalisée avec les sujets anciens pris dans leur ensemble montre des distances
significatives avec toutes les populations inclues dans ’analyse. En revanche la comparaison
avec la population yakoute actuelle donne une valeur négative ? que I’on peut considérer
comme nulle. Il apparait donc que ces deux populations ne sont pas différentiables par cette

méthode révélant une grande homogénéité des lignées paternelles au cours du temps.
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Afin de visualiser ces résultats sous forme graphique une analyse multidimensionnelle a été
réalisée a I’aide du logiciel SPSS8.00. Les résultats sont présentés dans la figure 47 ci-
dessous. Il apparait clairement que la population yakoute ancienne ainsi que la population
actuelle sont séparées des autres groupes. Les deux points ne sont pas confondus car la
représentation graphique prend en compte I’ensemble des distances. Celles-ci étant plus
importantes entre la population Yakoute moderne et les autres populations que celles obtenues

pour les sujets anciens, le point représentant la population moderne s’en trouve excentré.

0

H Kirghiz

TAE mod

YAKa: Echantillons anciens
L Kiéghu: YAE mod: Echantillons modernes
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Figure 47 : Analyse multidimensionnelle basée sur les paires de distances F calculées a partir

des haplotypes de 7 STR du chromosome Y.

Le calcul des paires de distances Fg dans le test réalisé sur la répartition chronologique de nos
¢chantillons a mis en évidence des distances significatives pour toutes les comparaisons a
I’exception des comparaisons au sein de la population yakoute ancienne et entre ces
différentes périodes et la population actuelle.

L’analyse multidimensionnelle (Figure 48) met en évidence la séparation entre les yakoutes et
les autres populations. Les différences entre le groupe ancien de la deuxiéme période et les
valeurs obtenues pour la population moderne sont plus importantes que celles des périodes 1
et 3 ; il en découle une séparation dans la représentation graphique bien que les différences ne

soient pas significatives entre ces 4 groupes.
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Figure 48 : Analyse multidimensionnelle chronologique basée sur les paires de distances Fy;

calculées a partir des haplotypes de 7 STR du chromosome Y.

Les analyses effectuées en tenant compte de la répartition géographique des tombes mettent
en ¢évidence la méme différenciation vis a vis des populations comparées sauf avec la
population yakoute actuelle avec laquelle les sous-populations provenant des trois ulus ne
montrent pas de différences significatives.

En revanche, la comparaison entre les différentes sous-populations archéologiques montre des
distances significatives entre les populations de I'ulus Tattinsky et les sujets provenant des
ulus  Churapchinsky et Khangalassky. La représentation graphique de 1’analyse
multidimensionnelle présentée dans la figure 49 montre bien la séparation entre les différents
sous-groupes géographiques au sein de I’ensemble des sujets anciens et la position
intermédiaire des Yakoutes actuels reflétant 1’absence de distance significative avec les

Yakoutes anciens.
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YAE mod: Echantillons modernes

EGanciens: EvginGol anciens (Keyser-Trascoui, 2003)
EGmodernes: EyginGol modernes Keyser-Tracqus, 2006)
Mongols 1: Mongols (Kolman, 1996)

Mongols 2: Wongoels (Zhu, 2006)

Cuigours 1: Cuigours (Perez-Leraun, 199%)

Cigours 2: Cuigours (Zhu, 2006)

Bouriates: Bouriates (Wozniak, 2006)

Ewenlcs: Evenles (Zerjal, 2002)

H Eirghiz: Highland Ewghiz (Perez-Lezaun, 19%%)

L Kirghiz: Lowland Kirghiz (Perez-Lezaun, 199%)
Kazakhs: Karakhs (Perez-Lezaun, 1999)

Russes: Russes, Moscou (Jobling, YHRD database)

Figure 49 : Analyse multidimensionnelle géographique basée sur les paires de distances Fy

calculées a partir des haplotypes de 7 STR du chromosome Y.

Les sujets provenant de 'ulus Khangalassky appartiennent en majorité a I’haplogroupe H2

alors que les lignées paternelles de 'ulus de Tattinsky sont en majorité affiliées a

I’haplogroupe H1. Les sujets de la région de Churapchinsky présentent pour quatre sujets des

haplotypes appartenant a I’haplotype H2 et deux lignées paternelles qui ne sont pas présentes

dans la population yakoute actuelle.
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V.5 L’ADN mitochondrial

IV.5.1 Résultas généraux et parametres de diversité

Le séquencage de la région HV1 a permis d’obtenir des séquences validées sur différentes
amplifications et plusieurs extractions indépendantes pour 61 de nos sujets anciens. Nous
avons décidé d’exclure 6 sujets de ’analyse. En effet, pour YAKa28, YAKa42 et YAKa84 il
n’a pas été possible d’obtenir de séquence amplifiable ; pour les sujets YAKa49 et YAKa72
la région HV1a n’a pu étre amplifiée et enfin pour YAKa48 la séquence obtenue présentait 6
hétéroplasmies impliquant une possible contamination. De plus, ce sujet provenant d’un
musée il était impossible de comparer la séquence obtenue avec I’haplotype des personnes
ayant été en contact avec les restes osseux. Il apparaissait, par conséquent, plus judicieux

d’écarter cet échantillon.

Les hétéroplasmies observées dans notre échantillon ancien se sont limitées a certaines
amplifications de 4 échantillons (YAKa45, YAKa48, YAKa58, YAKa59). Pour le sujet
YAKa48 il n’a pas été possible d’obtenir de séquence fiable comme nous 1’avons précisé plus
haut. Pour les sujets YAKa45, 58 et 59 il n’a pas été possible de mettre en évidence si la
présence de plusieurs hétéroplasmies était liée & une contamination puisque la comparaison
entre les haplotypes des membres de 1’équipe et la séquence obtenue n’a révélé aucune
correspondance. Les séquences obtenues pour les autres extraits et dans le cas du sujet
YAKa45 avec un autre substrat n’ont pas montré d’hétéroplasmies.

Lors du séquencage de certains échantillons il est arrivé qu’une hétéroplasmie soit détectée de
maniére ponctuelle (e.g. pour le sujet YAKa81 lors d’un séquencage réalisé a partir d’ADN
extrait de restes osseux). Cependant, ces hétéroplasmies ponctuelles n’étant pas retrouvées
dans les autres séquences du méme sujet, elles n’ont pas été prises en compte pour la

détermination de la séquence consensus.

La position 16093 :
Nous avons observé dans 2 de nos échantillons, YAKa20 et YAKa39, la présence d’une
hétéroplasmie en position 16093. La duplication des amplifications a partir d’extractions
différentes a confirmé la présence de deux populations mitochondriales portant un C ou T

pour cette position polymorphe. Pour YAKa20, I’ensemble des extractions a été réalisé a
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partir d’os alors que pour YAKa39 nous disposions de trois types de substrats. La position
16093 s’est révélée Etre hétéroplasmique pour les séquences obtenues a partir des dents et des
cheveux mais pas pour les extraits obtenus a partir d’os. Les séquences obtenues a partir de
cheveux prélevés sur le sujet YAKa67 ont également révélé la présence d’une hétéroplasmie
pour cette position.

Les données de la littérature (Meyer et al., 1999 ; Stoneking et al., 2000) révelent que cette
position est un Aot spot de mutation, en outre les travaux de Brandstitter et al. (2003) ont
confirmé que la fréquence des hétéroplasmies a cette position était importante dans les extraits
d’ADN provenant de cheveux.

L’ensemble de ces données ameéne a penser que ces hétéroplasmies sont le fait de la

dégradation de la molécule d’ADN plutét que le fait de contaminations.

Les diversités haplotypiques et nucléotidiques observées chez les sujets anciens ont été
comparées a celles observées dans différentes populations de la littérature (tableau 16).

La diversité haplotypique de I’ensemble des sujets anciens €tudiés est plus faible que celle
observée dans la population actuelle. Elle est également inférieure a la majorité des valeurs
observées dans les populations comparées a 1’exception des Evenks de 1’Ouest, Itelmen et des
Koryaks. De maniére générale, il semble que les populations des steppes et les populations
d’Asie Centrale présentent les valeurs de diversité haplotypique les plus importantes (environ
0,99), que les populations sibériennes comme les Evenks et les Koryaks présentent les valeurs
les plus faibles (0,93-0,95) et que les Yakoutes et les Tuvas (population sibérienne vivant a
I’ouest du lac Baikal et présentant une forte influence turcique) présentent des valeurs
intermédiaires (0,96-0,98) (Pakendorf et al., 2003).

En considérant ce parametre, I’ensemble des sujets anciens étudiés se rapprochent plus des
populations sibériennes que des populations des steppes ou d’Asie Centrale. Il faut toutefois
prendre en considération I’effectif de I’échantillon étudié qui pourrait étre un facteur de biais.
La diversité nucléotidique chez les sujets anciens se rapproche des valeurs observées dans la

population yakoutes actuellemais également chez les Evenks, les Kirghiz et les Ouigours.
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Population Diversité haplotypique | Diversité nucléotidique
Altai (Shields ef al., 1993) 0,993 0,0153
Bouriates (Pakendorf et al., 2003) 0,996 0,0207
EyginGol anciens (Keyser-Tracqui et al., 2006) 0,982 0,0176
EyginGol modernes (Keyser-Tracqui et al., 2006) 0,991 0,0206
Evenks (Torroni et al.., 1993;Kaessmann et al., 2002) 0,936 0,0186
Evenks de I’Ouest (Pakendorf et al., 2006) 0,92 ND
Evénes (Derenko ef al., 1997) 0,950 ND
Itelmen (Schurr et al., 1999) 0,930 0,0152
Kazakhs (Comas et al., 1998) 0,990 0,0200
Kirghiz (Comas et al., 1998) 0,988 0,0190
Koryaks (Schurr et al., 1999) 0,934 0,0180
Mongols (Keyser-Tracqui ef al., 2006) 0,995 0,0208
Tuvas (Derenko et al., 2000) 0,978 0,0190
Tuvas (Pakendorf et al., 2006) 0,96 ND
Ouigours (Comas et al., 1998) 0,993 0,0191
Yakoutes (Keyser-Tracqui et al., 2006) 0,962 0,0185
Yakoutes (Pakendorf et al., 2006) 0,96 ND
Yakoutes anciens 0,937 0,0186
Youkaguirs (Pakendorf et al., 2006) 0,940 ND

Tableau 16 : Comparaison des diversités haplotypiques et génétiques basées sur la région
HV1 de ’ADN mitochondrial de différentes populations d’Asie Centrale et de Sibérie. ND :

donnée non disponible.

IV.5.2 Vérification des séquences : construction d’un Reduced Median network

L’ensemble des séquences a ét¢ analysé dans un Reduced Median network afin de mettre en
¢vidence les possibles erreurs de séquengage (figure 50). Les valeur de pondération des kot
spots de mutations et des sites a évolution rapide ont ét¢ modifiées en tenant compte de la
fréquence de chaque position dans notre population et les positions 16093 et 16362 ont été
exclues de I’analyse suivant les recommandations de Bandelt et al. (2002).

Nous avons mis en évidence 3 réticulations liées a 4 positions polymorphes : 16129, 16171,
16298 et 16327. Pour chacune des positions concernées nous avons vérifié avec attention les
¢lectrophorégrammes. Les positions 16129, 16298 et 16327 sont des mutations qui
surviennent fréquemment dans notre population, leur poids a donc été réduit ; cependant nous
ne les avons pas supprimé car elles ne sont pas décrites comme des /ot spots de mutation

postmortem (Gilbert et al., 2003) ou considérées comme des mutations fantomes fréquentes
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(Brandstitter er al., 2005). Ces mutations sont, en outre, présentes pour plusieurs individus
dans des séquences obtenues a partir de différents substrats, validant ainsi leur présence.

Pour la position 16171, qui est présente chez cinq sujets anciens, ces mutations ont été
controlées sur plusieurs extractions de différents extraits et les haplotypes comportant cette
position sont également retrouvés dans plusieurs populations actuelles. Nous avons donc
validé ces deux positions polymorphes qui sont également observée dans la population

actuelle.
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Figure 50 : Reduced Median network construit a partir des haplotypes mitochondriaux de la population Yakoute ancienne.
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IV.5.3 Haplotypes partagés

Au sein de I’ensemble des sujets anciens nous avons trouvé 38 haplotypes différents parmi
lesquels 11 sont partagés entre plusieurs sujets et 27 sont uniques. Les positions polymorphes

sont résumées dans le tableau 17 ci-dessous.

NS} w —_ K= (=) —_ (8] [3S) (U8} =) [O%} B w [*)} S o N} ~3 B ~3 %) o
CRS T T C G CATAATTCTCTTCOCTGT CT CTTT
YAKal7, 31, 39, 50, 67, 75 C A T T
YAKal9, 60 C A T C T
YAKa21, 32, 70, 86 G T C T T C
YAKa25, 29 T c c
YAKa30, 64, 79 T T C
YAKa34,35,36,37,38,41 C cC C C T T C
YAKa40, 57,59, 82 C cC c CcC Cc T T C
YAKad4, 66, 73 T C T
YAKad7, 54 T A C
YAKa,52, 53 T c Cc C T C
YAKa55, 76 AT T C T

Tableau 17 : Haplotypes mitochondriaux partagés au sein de I’ensemble des sujets anciens.

L’ensemble des haplotypes obtenus a été recherché dans la base de données du laboratoire
ainsi que dans les bases de données disponibles en ligne afin de déterminer si ils étaient
retrouvés au sein d’autres populations. Les résultats synthétiques de cette recherche sont
présentés ci-dessous (Tableau 18) et ne prennent en compte que les séquences présentant
100% d’homologie.
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Haplotype Origine des populatli(();:l g;is::tant des haplotypes Haplogroupe
YAKal5 NR JT?
YAKal6 NR D

YAKal7, 31, 39, 50, 67, 75 1 Bouriate, 15 Yakoutes C
YAKal8 2 Bouriates, 3 Tofalars, 3 Yakoutes H
YAKal9, 60 1 Sibérien ancien, 5 Bguriates, 2 Kazakhs, 1 Mansi, 1 Oroquen, 2

1 Tuvinian, 1 Ouigour, 4 Yakoutes
YAKa20 10 Yakoutes, 1 YSE C
YAKa21, 32,70, 86 4 Bouriates, 3 Evenks, 1 Kazakh, 1 Mongol, 5 Oroquens, 5 2
Tuvas, 9 Yakoutes
YAKa22 NR F?
YAKa23 1 Kazakh, 1 Yakoute, 1 Evenk A
YAKa24 1 Yakoute B4
2 Bouriates, 1 EyginGol ancien, 2 Kirghizs, 2 Mansis, 1
YAKa25, 29 ’Oroq}lflgens, 2 Khanti;, 2 Yaioute,s ’ D
Y AKa26 1 Sibérien ancien, 1 EyginGol ancien, 3.EyginGol, 1 Kirghiz, 1 C
Koryak, 1 Mansi, 1 Mongol, 1 Ouigour, 4 Yakoutes
YAKa27 1 Tchuche, 6 Esquimaux Sibériens, 2 Koryaks D
YAKa30, 64, 79 1 Bouriate, 3 Evenks, 1 Tuvinian, 8 Yakoutes C
YAKa33 1 Yakoute K
YAKa34, 35, 36, 37, 38, 41 1 Chinois (Yao, 2003), 1 YSE D5
YAKa40, 57, 59, 82 1 Daur, 21 Yakoutes D5
YAKa43 2 Bouriates, 2 Kirghizs, 1 Oroquen, 1 Tuvinian, 3 Yakooutes C3
1 Sibérien ancien, 8 Bouriates, 3 EyginGol, 1 Tchuche, 2 Daurs,
YAKad4, 66, 73 4 Evenks, 1 Kazakh, 2 Kirghizs, 6 Koryaks, 5 Mansis, 2 C2
Mongols, 2 Tuvas, 1 Udegey, 1 Uzbek, 8 Yakoutes
YAKa45 1 Chinois QuinDao (Yao, 2002), 3 Yakoutes, 1 YSE D5a
YAKa46 NR D
YAKad7, 54 1 Altai, 1 EyginGol, 1 Evggk, 1 Kazakh, 1 Mansi, 3 Oroquens, 1 D
Tuvinian, 4 Yakoutes

YAKa51 1 Bouriate, 1 Kazakh, 3 Ouigours, 3 Yakoutes \%Y%

YAKa,52, 53 NR ?
YAKa55, 76 1 Bouriate, 4 Evenks, 1 Udegey, 4 Yakoutes C2
YAKa56 3 Yakoutes J?

sans hétéroplasmie en 16293: 7 Evenks, ,5 Tuvas, 11 Yakoutes ,

YAKa38 P 1 YSE, 4 Youkaghirs ¢
YAKa65 3 Yakoutes D
YAKa68 1 Mansi, 3 Mongols (sans mutation en 16232: 3 Yakoutes) F1b
YAKa69 2 Tuvas, 2 Tofalars (Starikovskaya, 2005), 3 Yakoutes C3
YAKa71 NR M?
YAKa74 1 Mansi D

YAKa78 1 Bouriate, 1 EyginGol, 2 Yakoutes A
YAKa80 NR Y
YAKaS81 1 Evenk (Starokovskaya, 2005) C2
YAKa83 NR ?

Tableau 18: Correspondances obtenues lors de la comparaison des haplotypes
mitochondriaux des sujets anciens avec les bases de données. NR : non retrouvé ; YSE :

Yakoute de langue evenk (Yakut Speaking Evenk) (Pakendorf et al. 2006).
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Parmi les 38 séquences, 28 sont retrouvées dans la population yakoute actuelle soit 73% des
haplotypes qui ont été retrouvés dans les échantillons modernes étudiés ou disponibles dans la
littérature. Au sein des 10 haplotypes qui ne sont pas retrouvés dans la population yakoute
actuelle, 8 ne sont présents dans aucune des bases de données dans lesquelles nous avons
effectué nos recherches. L’ensemble des critéres d’authentification mis en place, et
notamment la validation par I’analyse network, permettent de s’assurer que les mutations mis
en évidence pour ces différents haplotypes ne proviennent pas d’erreurs survenues lors de
I’amplification. Par conséquent, I’absence de ces séquences dans les populations actuelles
pourrait étre en relation avec une disparition des ces haplotypes au cours des générations. Il
faut également considérer que la non exhaustivité des bases de données disponibles pourrait

gtre responsable de ce résultat.

IV.5.4 Détermination des haplogroupes

La méthode de comparaison par near matching a été utilisée pour déterminer 1’affiliation aux
différents haplogroupes de nos sujets. Pour les s€quences qui n’ont pas été retrouvées lors des
comparaisons nous nous sommes servi des positions diagnostiques des différents
haplogroupes. Toutefois pour les sujets YAKa52-53 et YAKa83 il n’a pas été possible de
déterminer leur appartenance a un haplogroupe par cette méthode (Tableau 18). Néanmoins
nous avons reporté sur le network (Figure 50) les différents haplogroupes que nous avions pu
déterminer. Il est ainsi possible de proposer I’affilation de ces sujets a leur macro-
haplogroupe : ’haplotype des sujets YAKa52-53 doit appartenir au macro-haplogroupe est-
eurasiatique M alors que le sujet YAKa83 semble plutdt étre rattaché au macro-haplogroupe

ouest eurasiatique R.

La distribution des fréquences des différents haplogroupes est présentée dans le tableau 19.
Cette distribution est comparable a celle observée au sein de la population Yakoute actuelle.

D’une manicére générale, les haplogroupes classiquement retrouvés dans les populations
asiatiques représentent 90% des haplotypes des sujets anciens. Les haplogroupes majoritaires
sont les haplogroupes C et D qui sont généralement les plus fréquents dans les populations de

Sibérie Centrale et Méridionale mais également en Mongolie et Bouriatie (Starikovskaya et
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al., 2005 ; Pakendorf et al., 2006). Les individus les plus anciens que nous avons étudiés

(YAKa26, 27, 43, 46, 47) appartiennent a ces deux haplogroupes.
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Haplogroupe Sujets anciens Population actuelle
Effectif | Fréquence (%) | Effectif | Fréquence (%)

" Asiatiques" 91,09% 92,3%
A 2 3,57 2 2,2
B 1 1,78 4 4,4
C 27 48,26 35 38,5
D 8 14,28 17 18,7

D5 et D5a 7 12,5 13 14,3

F 2 3,57 6 6,5
M 3 5,35 1 1,1
G 3 33
Y 1 1,78 2 2,2
Z 1 1,1

"Européens" 8,91% 7,7%
H 1 1,78 1 1,1
J 2 3,57 1 1,1
K 1 1,78 1 1,1
T 1 1,1
U 2 2,2
W 1 1,78 1 1,1

TOTAL 56 100 91 100

Tableau 19 : Distribution des haplotypes mitochondriaux chez les sujets anciens et la

population moderne.

L’haplogroupe C est I’haplogroupe majoritaire dans de nombreuses populations sibériennes :
Evenk, Tuvinian, Yukhagir, Nganassan et Tofalar et également dans la population Bouriate
(Starikovskaya et al., 2005 ; Pakendorf et al., 2006). Les haplotypes de 12 sujets peuvent étre
regroupés dans le sous haplogroupe C2 qui apparait comme le plus fréquent dans toute la
Sibérie (Starikovsakaya et al., 2005) et majoritaire dans les populations citées ci-dessus. Ce
sous haplogroupe représente 44% des séquences appartenant a 1’haplogroupe C des sujets
anciens étudiés. Les sujets YAKa43 et YAKa69 ont pu étre affiliés au sous-haplogroupe C3,
qui est retrouvé en Sibérie Centrale et Méridionale mais également parmi les populations de

I’extréme nord et du nord-est (Starikovskaya et al., 2005).

L’haplogroupe D, qui est le second haplogroupe le plus fréquent en Sibérie (Starikovskaya et
al., 2005), représente environ 27% de nos séquences anciennes. Le résultat le plus marquant
est la fréquence trés importante des haplotypes pouvant étre classés dans le sous-haplogroupe
D5 ou D5a qui correspondent a 87% des haplogroupes D de notre échantillon. En effet, les

fréquences de D5 et D5a sont trés élevées chez les sujets anciens et on retrouve des
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fréquences similaires dans la population actuelle. La prépondérance de ce sous-haplogroupe
contraste avec les populations de Sibérie puisque la fréquence de D5 et D5a est généralement
assez faible : 1% chez les Mansis (Derbeneva et al., 2002), 4,2% chez les Tubalars, 1,1% chez
les Tuvas, 1,4% chez les Evenks (Starikovskaya et al., 2005), 4,5% chez les Youkaguirs
(Pakendorf et al., 2006) voire inexistante. Les haplogroupes D5 et D5a sont également rares
dans les populations des steppes : 2% chez les Mongols (Yao et al., 2004), 4,1% chez les
Ouigours (Comas et al., 1998) et en Asie Centrale : 1,8% chez les Kazakhs, absent chez les
Kirghiz (Comas et al., 1998) et entre 1,8% et 3,4% chez les Uzbeks (Yao et al., 2004). Les
sujets appartenant a ce sous-haplogroupe sont présent dés le 15™ siecle (Djoussoulen) et

durant toutes les périodes jusqu’au 19°™ siécle.

Les fréquences des haplogroupes A, B, F, G et Y sont relativement faibles dans notre
¢chantillon. Ces haplogroupes sont répartis dans les différentes populations sibériennes avec
des fréquences généralement peu élevées pour les haplogroupes A (sauf chez les Chukches
68,2% et les Eskimos 77,2%), B, F (excepté chez les Kets 23% pour I’haplogroupe F), G
(sauf chez les Itelmens 68,1% et les Koryaks 41,9%) et Y (qui est restreint aux populations du
Kamchatka et de I’ Amour inférieur) (Starikovskaya et al., 2005). Les populations des steppes
du sud et d’Asie Centrale présentent également des fréquences faibles pour ces différents
haplogroupes dont les fréquences sont toujours inférieures a 10% excepté pour I’haplogroupe

G chez les Ouigours dont la fréquence atteint 10,8% (Yao et al., 2004).

Enfin, nous avons observé la présence de quatre haplotypes répartis chez cinq sujets
appartenant a des haplogroupes dits européens, tels que H, J, K, T et W. L haplogroupe H
présente des fréquences décroissantes d’ouest en est de 14,3% chez les Mansis a 4% chez les
Bouriates (Starikovskaya ef al., 2005). Cet haplogroupe est retrouvé a des fréquences
d’environ 10% chez les Ouigours et les Kazakhs (Yao et al., 2004). Les autres haplogroupes
sont généralement observés a des fréquences peu élevées dans les populations de Sibérie
Occidentale et sont plus rares, voire absents, chez les populations toungousses et de I’extréme

nord et nord-est (Starikovskaya et al., 2005).
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IV.5.5 Analyse multidimensionnelle

Des calculs de distances génétiques entre la population archéologique divisée suivant les
critéres temporels et géographiques et différentes populations disponibles dans notre base de
données ont été réalisés. Nous avons appliqué la méme méthode que celle utilisée pour les
données des STR du chromosome Y. L’obtention de séquences exploitables pour les
¢chantillons les plus anciens, qui n’avaient put étre inclus dans les analyses précédentes, nous

a amené a définir une période supplémentaire dans notre répartition temporelle des sujets.

Les matrices de distances Fst sont données en Annexe 15 et la représentation de I’analyse
multidimensionnelle est présentée en Figure 51 ci-dessous. Comme pour les lignées
paternelles, les Yakoutes des différentes périodes ne présentent pas de différences
significatives en fonction de I’époque considérée, ce qui semble attester d’une stabilité au

cours du temps.
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Dimension 2
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(Holman, 1996; KEong, 2003; Yao, 2002)

Ouigours: Ouigours (Cormas, 1998, Yao, 2002)
Bouriates: Bouriates (Palkendorf, 2003)
Evernles: Evenks (Kong, 2003, Torroni, 1993)
Kirghiz: Highland Kirghiz (Comas, 1998)
Kazalchs: Kazakhs (Comas, 1998, Yao, 2002)
Uzbeks: Uzbeks (Comas, 2004)

Sibériens_O: populations de Sibérie Cceidentale
(Voevoda, 1954)

Altai: population Altaique (Shields, 1993)
Tuwvinians: Tuwinians (Derenko, 20007

YAKa P3

-1 0 1 2 3 Mansiz: Mansiz (Derbenewa, 2002)

Dimension 1 Koryaks: Koryalks (Schurr, 1959)

Figure 51 : Analyse multidimensionnelle basée sur les paires de distance Fg calculées a partir

des haplotypes de la région HV1 des sujets anciens répartis en sous groupes chronologiques.
La comparaison avec les autres populations montre que pour les échantillons les plus anciens

(YAKa PO) les distances les plus faibles sont obtenues avec les populations suivantes :

Bouriate, Eygin Gol ancien et moderne, Evenk, Mongol et Tuvinian. Les haplotypes présents
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dans ce sous groupe sont parmi les séquences qui sont les plus fréquemment rencontrés dans
les différentes populations de Sibérie. 11 est intéressant de noter que ces échantillons
appartiennent a une période antérieure a I’époque médiévale pour laquelle aucun contact entre
les populations de Sibérie Centrale n’a été attesté.

Les sujets classés dans la premicre période médiévale montrent des affinités avec les
populations Bouriate, Eygin Gol (ancienne et moderne), Evenks, Ouigours et Tuvas.

Pour la seconde période médiévale, nous avons observé des distances non significatives avec
les mémes populations que pour la période antérieure. Cependant les distances Fst font
apparaitre des affinités avec les populations Mongoles, Kazakhs et Kirghiz.

Cette proximité des lignées maternelles rencontrées dans notre échantillon ancien avec les
Bouriates est renforcée par le fait que plus de la moiti¢ des haplotypes anciens de notre
population sont retrouvés chez les Bouriates actuels.

Enfin, les sujets classés dans la période postérieure au XVIII“™ siécle présentent des
distances significatives avec l’ensemble des populations comparées dans cette analyse a
I’exception des différents sous groupes Yakoutes, comme nous 1’avons déja mentionné, et des
Tuvas. Cette distanciation par rapport aux différentes populations tend a rapprocher ce groupe
de la population actuelle qui ne présente des affinités qu’avec les Yakoutes anciens, les

Evenks et les Tuvas.

La deuxieme analyse multidimensionnelle a été effectuée en prenant en compte la répartition
géographique des sujets (figure 52), les matrices de distances sont présentées en Annexe 16.
Contrairement a 1’analyse prenant en compte la répartition temporelle, les sujets découverts
dans I"ulus Churapchinsky différent des groupes anciens des deux autres régions. En outre, ce
groupe présente des différences significatives avec 1’ensemble des populations utilisées dans
la MDS.

Les sous groupes des ulus de Tattinsky et Khangalassky ne présentent des différences
significatives ni entre eux, ni avec la population actuelle. Leur comparaison avec les autres
populations montre des différences non significatives avec les Bouriates, les Evenks et les

Tuvas.
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Dimension 2

YiKa Tatta: Ulus Tattinsky

YA4Ka Chur: Ulus Tchuraptchisnkey

YAKa Ehang TUlus Ehangalasky

Yakoutes: Yakoutes modernes

(Pakendorf et al, 2003; Eeyser-Tracqui, 2006)

EG_a: EvginiGol anciens (Eeyser-Trascoui, 2003)

14 ECQ a EG m: EyginGol modernes (Keyser-Tracqui, 2006)

7 e o MG: Mongols (Kolman, 1996; Kong, 2003; Yao, 2002)
. Duigours o Sthériens O )

Eirg O o Cuigours: Ouigours (Comas, 1998, Tao, 2002)

o Bouriates: Bouriates (Pakendorf, 2003)

O Evenlks: Evenks (Kong, 2003; Torroni, 1953)

YA Rhang — Mansis Kirg: Highland Kirghiz (Comas, 1998)

214 YAKa Tatta m L] Kazalkhs: Kazalkhs (Comas, 1998, Tao, 2002)

Uzbeks: Uzbeks (Comas, 2004)

Sibériens_O: populations de Jibérie Occidentale
(Woevoda, 19%4)

Koryaks Altai: population Altaique (Shields, 1993)
o Tuvinians: Tuvinians (Derenko, 20007
=3 Mansis: Mansis (Derbeneva, 2002)

0 T T T Koryaks: Koryaks (Schurr, 1959)
-3 -2 -1 0 1 2 3

Dimension 1

TAFa Chur

Tuvinians gt EG m

0
0 Yakoutes Evenks 0 o

Eouriates | M3 Dléazaichs

Figure 52 : Analyse multidimensionnelle basée sur les paires de distance Fg calculées a partir

des haplotypes de la région HV'1 des sujets anciens répartis en sous groupes géographiques.
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V.l L’ADN ancien : approche fondamentale

V.1.1 Spécificités des échantillons anciens de Yakoutie Centrale

V.1.1.1 Authentification des résultats

La totalit¢ des données obtenues sur les sujets anciens analysés dans cette étude a été
comparée de fagon systématique aux génotypes de 1’ensemble des membres de 1’équipe ayant
participé a la fouille mais également aux analyses en laboratoire. Pour 1’ensemble de nos
¢chantillons ces comparaisons n’ont montré aucune correspondance, laissant supposer que les
profils STR et les séquences mitochondriales obtenus sont spécifiques des individus anciens.
De plus, lors du clonage du sujet de Pokrovsk nous n’avons pas détecté de mélange de
séquences parmi les clones amplifiés. Il semble que, méme pour les échantillons provenant de
musées et pouvant se révéler problématiques, le protocole de décontamination se soit avéré
efficace.

Concernant I’ensemble des échantillons prélevés lors des fouilles réalisées par la MAFSO, le
recours aux procédures de clonages n’a pas été jugé nécessaire. D’une part, en raison des
précautions prises lors des fouilles qui permettent de réduire au maximum les possibilités de
contamination durant cette phase, souvent considérée comme la plus problématique (Pddbo et
al., 2004; Willerslev and Cooper 2005 ; Sampietro et al., 2006). D’autre part, grace a la
comparaison entre les profils obtenus pour les STR autosomaux dont le pouvoir de
discrimination trés élevé permet de garantir que ’ADN amplifié ne provient pas des membres
de I’équipe ou d’une contamination par un autre sujet étudi¢ au sein du laboratoire. Enfin,
I’analyse de plusieurs types d’échantillons prélevés sur un méme sujet constitue également
une assurance concernant 1’authenticité des résultats. Ces deux derniers critéres, rarement
présents dans les études d’anthropologie moléculaire, apparaissent comme de solides gages de

validité.
Pour certains sujets anciens, nous avons observé une hétéroplasmie en position 16093. Or, un

des expérimentateurs posséde une transition T/C pour cette position. Les autres sites

polymorphes présents dans la région HV1 du manipulateur n’ont toutefois pas été retrouvés
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dans les séquences des sujets portant 1’hétéroplasmie. Par ailleurs, aucune correspondance n’a
été retrouvée pour les autres marqueurs entre cet expérimentateur et les sujets anciens. Cette
position est, en outre, décrite comme un Aot spot de mutation a la fois ante et postmortem
nous en avons conclu que le taux de mutation ¢levé de la position 16093 devait éEtre

responsable de la présence de cette hétéroplasmie dans les séquences anciennes.

Lors de I’évaluation de I’efficacité de typage des différents kits d’amplification des STR
autosomaux et du chromosome Y, nous avons observé de maniére récurrente une diminution
de I’efficacité de typage en fonction du poids moléculaire du marqueur. Cette caractéristique
de ’ADN ancien, liée aux dégradations subies au cours du temps, est un des critéres
d’authentification des résultats (cf partie 11.4. Critéres d’authentification des résultats). Nos
résultats satisfont également I’ensemble des différents parametres nécessaires a la validation
des résultats tels que : la concordance entre le sexe morphologique et génétique pour les sujets
matures, [’absence de contamination dans les différents témoins négatifs d’amplification et la
reproductibilité entre les différentes extractions et amplifications.

Concernant ce dernier critére, nous avons comparé¢ les données provenant d’extractions
réalisées a partir de différents substrats pour un méme individu. De plus, les expériences pour
les sujets de la deuxiéme et troisieme année ont été réalisées par deux expérimentateurs
différents, les extractions et amplification sur les échantillons pileux ayant été traités a part.
La concordance des données obtenues a partir des échantillons osseux, dentaires et pileux
d’un méme sujet confirme encore I’authenticité de nos résultats.

Cette approche mettant en parallele différents substrats permet, en outre, d’augmenter la
proportion de résultats exploitables puisque la comparaison des données obtenues sur les
différents marqueurs permet de générer un nombre plus important de profils et de séquences
consensus pour les individus pour lesquels cette approche est permise.

Le sens phylogénétique des données apparait également primordial pour s’assurer de
I’authenticité des résultats. Les comparaisons avec les données portant sur les populations
locales ainsi que la vérification des séquences mitochondriales par la méthode de reduced
median network ont, de plus, permis de s’assurer que nos résultats n’étaient pas le fait de

I’amplification d’ADN exogéne ou de la recombinaison entre les deux demi-régions HV1.

207



V.1.1.2 Importance des conditions taphonomiques

Comme nous I’avons souligné dans le chapitre I1.3.1.2, les conditions environnementales vont

grandement influer sur la conservation ou la dégradation des acides nucléiques.

La Yakoutie Centrale se trouvant dans une zone de permafrost continu, la plupart des tombes
¢tudiées sont gelées la majeure partie de ’année. Par ailleurs, suivant la profondeur de la
fosse de creusement et I’exposition du site il arrive que les corps retrouvés soient
partiellement gelés au plus fort de 1’été. Cette température annuelle basse et surtout constante
est responsable de 1’état de préservation exceptionnel de I’ADN qu’il a été possible d’extraire
a partir de nos échantillons. Nous avons ainsi pu obtenir des profils STR autosomaux
complets pour plus de la moiti€¢ de nos échantillons anciens y compris pour les tombes de
plusieurs milliers d’années telles la tombe de Pokrovsk. Il faut souligner que ces résultats sont
uniques en comparaison des données qu’il est habituellement possible d’obtenir a partir

d’échantillons anciens.

Le permafrost présente également d’autres conditions favorables a la conservation de I’ADN
endogeéne des sujets anciens. Les dommages hydrolytiques, qui peuvent étre responsables
d’erreurs lors de I’amplification, semblent réduits du fait de la présence d’eau sous forme
gelée et non liquide dans le permafrost. Ainsi, peu d’erreurs ont été observées lors du
séquencage des échantillons anciens et il semble qu’aucune mutation fantdme ne soit présente
dans les séquences mitochondriales obtenues.

Les fouilles de sauvetage réalisées sur le site de Bekh Alas pourraient confirmer cette
hypothése puisqu’un nombre important d’hétéroplasmies ont été observées pour deux des
¢chantillons de se site. Les tombes ayant ét¢ découvertes éventrées, les os avaient s¢journé au
contact des eaux de ruissellement durant une période indéterminée ce qui a pu favoriser ce

type de dégradation.

Les pratiques funéraires des Yakoutes pourraient également avoir jou¢ un réle dans la
préservation de I’ADN. La présence de multiples couches d’écorce de bouleau recouvrant les
cercueils ou les coffres permet une isolation du corps vis a vis de ’eau mais ¢galement de
I’oxygeéne. Par ailleurs, le permafrost présent en Sibérie Orientale a été décrit comme
anaérobie du fait d’une concentration en méthane importante (Willerslev et al., 2004) ce qui

permettrait de limiter les 1ésions oxydatives mais également le développement de certains
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champignons qui sont parfois responsables de fragmentations du brin d’ADN lors de la
décomposition des corps. On observe d’ailleurs, aprés 1’ouverture des tombes, le
développement rapide de moisissures sur les parois des cercueils et les vétements des sujets

inhumés (Crubézy, données non publiées).

Lors de la mise au jour des tombes, les corps de 11 sujets ont été retrouvés lyophilisés en
raison des basses températures et du faible taux d’humidité. Les processus de décomposition
pour ces tombes doivent étre particuliers et il est possible que cette lyophilisation, qui permet
une préservation exceptionnelle des tissus mous, soit également impliquée dans la
préservation de I’ADN. Il est en effet reconnu que la dessiccation des tissus permet une
meilleure préservation de ’ADN (Pdébo, 1989 ; Lindhal, 1993) Ces 11 sujets ont tous
présenté des profils STR autosomaux complets indiquant la bonne préservation de I’ADN. Il a
¢galement été possible de comparer les résultats entre les corps lyophilisés et les corps
squelettisés au sein d’un méme site, limitant ainsi le facteur de biais di a des variations dans
les conditions taphonomiques. Pour les sites d’Arbre Chamanique, Jarama et Ken Ebe,
différents types de conservation ont été observés. Les corps lyophilisés ont permis d’obtenir
de meilleurs résultats montrant, pour ces sites, une corrélation entre la préservation générale

du corps et celle de I’ADN.

Nous avons vérifié, de maniére fortuite, que les conditions de stockage des échantillons apres
la mise au jour et le prélevement des échantillons étaient également primordiales. En effet, les
¢chantillons pileux du sujet YAKa34 ayant été stockés a température ambiante pendant la
mise au point du protocole d’extraction, nous avons pu observer une différence notable entre
la qualité des profils STR obtenus lors de la premiére extraction et celle obtenue lors de la
seconde extraction survenue trois mois plus tard. La premiére extraction a permis d’obtenir
des profils complets alors que les amplifications pratiquées sur le deuxieme extrait
présentaient des absences d’amplification pour plusieurs loci. Une troisiéme extraction a, par
conséquent, été pratiquée sur les cheveux qui avaient été conservés a -20°C et les résultats
obtenus étaient de qualité similaire a ceux de la premiére extraction.

L’ensemble des prélévements et des poudres obtenues a partir des os ou des dents doivent étre

conservés a -20°C de maniére a prévenir les risques de dégradations postérieurs a la fouille.
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V.1.2 Types de prélévements et qualité des résultats

V.1.2.1 Les dents : "coffre fort" a ADN

En dépit de quantité de matériel de départ parfois réduite a un gramme de poudre, les dents
ont permis d’obtenir les extraits les plus fortement concentrés en ADN puisque 89% des
extraits ont montré une concentration supérieure & 100pg.ul”’ contre 38% pour les
¢chantillons osseux et seulement 27% pour les cheveux. Nos résultats confirment, par
conséquent, le postulat selon lequel les dents permettent une meilleure préservation de I’ADN
que les autres tissus pour des conditions taphonomiques identiques (Kurosaki et al., 1993 ;
Oota et al., 1995 ; Zierdt et al., 1996 ; Ricaut et al., 2005).

Les données obtenues a partir d’extraits provenant de dents montrent également des
efficacités de typage proches de 100%. La taille des fragments qu’il est possible d’amplifier a
partir de I’ADN extrait de dents semble supérieure a celle habituellement attendue pour des
¢chantillons anciens (300pb) puisque les marqueurs de plus haut poids moléculaire sont
amplifiés avec succes. L’incidence des inhibiteurs parait également réduite puisque pour deux
sujets, dont la quantification révélait la présence d’inhibiteurs dans les extraits obtenus a partir

d’os, aucune inhibition n’a été observée pour ceux provenant de dents.

V.1.2.2 Les os

Concernant les prélévements osseux, cette étude a mis en évidence que la fréquence des
¢chantillons pour lesquels les concentrations d’ADN étaient inférieures a la limite de
détection de I’appareil (23pg.I™") est constante suivant le type d’échantillons osseux pris en
compte. Par conséquent il semble que les dégradations affectent 1’0os indépendamment de
I’age du sujet ou de la nature de 1’os.

Toutefois, nous avons observé des écarts notables entre les rendements d’extraction des
différents types de prélévements. En effet, pour les sujets jeunes, nouveaux-nés et jeunes
enfants, les quantités d’ADN qu’il est possible de récupérer sont moindres par rapport aux
restes osseux provenant de sujets adultes. Le degré de minéralisation plus faible des os chez

les enfants pourrait étre responsable de cette différence. Si les interactions entre les cristaux
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d’hydroxyapatite et ’ADN sont un facteur déterminant de la préservation de 1’ADN, une
relation entre le degré de minéralisation des tissus osseux et la quantité d’ADN récupérable
pourrait exister. Cependant, des travaux plus approfondis sur ces interactions seraient

nécessaires pour valider cette hypothése.

Pour les sujets adultes, nous avons, en outre, mis en évidence que les fragments osseux
permettaient d’obtenir de plus grandes quantités d’ADN que les diaphyses d’os longs. Ces
deux types d’échantillons présentant globalement des degrés de minéralisation similaires, on
peut penser que la différence doit porter sur un autre parametre. Notre attention s’est portée
sur la méthode de pulvérisation utilisée car seule cette étape differe lors de ’extraction. Pour
les diaphyses d’os longs, nous employons la méthode de trépanation alors que les fragments
osseux sont cryobroyés. Malgré les précautions prises lors de la trépanation il se pourrait que
des échauffements se produisent entrainant une dégradation de I’ADN par rupture des liaisons
phosphodiesters (Lindhal, 1993). En revanche, la pulvérisation dans [’azote liquide
permettrait de s’affranchir totalement de cette augmentation de température délétere. Le
broyage dans 1’azote liquide pourrait également renforcer les différences entre les résultats
obtenus a partir d’os ou de dents. Des expériences mettant en paralléle les deux procédures
pour les mémes échantillons seront menées afin de vérifier ces premiers résultats.

Pour 8% des extraits d’ADN obtenus a partir d’os, une co-purification d’inhibiteurs a ét¢ mise
en évidence lors de la quantification. La présence de substances inhibitrices n’a été observée
que pour les substrats osseux indiquant une certaine protection des dents et des cheveux vis a
vis des inhibiteurs. Le fait que les dents utilisées dans notre étude aient été extraites
directement des alvéoles dentaires lors de la mise au jour et non pas retrouvées dans le
sédiment peut également €tre a 1’origine de cette absence d’inhibiteurs.

La dilution des échantillons inhibés a permis d’obtenir des résultats pour 1’ensemble des
sujets qui présentaient une inhibition a I’exception du sujet YAKa53. Ce résultat négatif
pourrait étre en relation avec le principal désavantage de la dilution des inhibiteurs : la
dilution concomitante de I’ADN présent dans 1’extrait. Pour des sujets dont I’ADN est trop

dégradé ou trop faiblement concentré cette technique se révele par conséquent inappropriée.
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V.1.2.3 Les cheveux

Les analyses réalisées a partir de cheveux ont montré, pour la premicre fois, qu’il était
possible d’extraire de I’ADN nucléaire analysable a partir de tiges dépourvues de bulbe. Ces
résultats attestent de 1’état de préservation de I’ADN des sujets anciens découverts en
Yakoutie Centrale. En effet, bien que le développement d’un protocole d’extraction adapté
joue un role dans ces résultats, il faut noter que la qualité des échantillons de départ est un
facteur important dans cette réussite. Cette étude a souligné, grace a la mise en parall¢le de
deux protocoles d’extraction incluant, ou non, une étape de lavage, que de I’ADN nucléaire
devait étre présent dans la tige du cheveux. Ceci va a I’encontre des études précédentes
(McNevin et al., 2005b) qui postulaient que seules les cellules piégées dans les écailles de la
cuticule permettaient d’obtenir de I’ADN nucléaire amplifiable.

Comme nous I’avons souligné plus haut, aucun inhibiteur n’a été détecté¢ lors de la
quantification des extraits issus de cheveux. Nos résultats sont en accord avec les études
précédentes qui mettaient en avant une résistance accrue des cheveux par rapport aux

contaminants (Gilbert et al., 2006b).

V.1.2.4 Influence du bromure de N-Pénacyl Thiazolium lors de I’extraction

La comparaison des valeurs de concentration pour les échantillons ayant été traités par le
tampon de lyse incluant, ou non, du PTB montre que ce réactif ne semble pas affecter le
rendement d’extraction.

En revanche, concernant 1’efficacité¢ de typage, nous avons observé une augmentation notable
de la qualité des résultats lors de I’analyse des échantillons extraits avec ce tampon. Nous
avons constaté une diminution des absences d’amplification d’un facteur deux et une
augmentation du nombre de marqueurs avec des génotypes complets dans des proportions
équivalentes. La diminution des pertes d’hétérozygotie est patente, toutefois les autres
artéfacts d’amplification, typages erronés et amplification de faux alleles, conservent des
fréquences similaires suivant les deux protocoles employés. On peut considérer que ces deux
types d’erreurs ne sont pas fonction de la qualité de I’ADN mais générés par le nombre de

cycles de PCR qui est utilisé. En effet, la trés grande sensibilité du protocole d’amplification
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suivit dans notre étude peut entrainer 1’amplification de débris cellulaires ou de chromosomes
isolés (Taberlet et al., 1996 ; Gill et al., 2001 ; Kloosterman et al., 2003).

Il semble que ce réactif permette une amélioration de la qualité de I’ADN extrait. Ce résultat
pourrait étre en relation avec le type de dégradation qui affecte les échantillons préservés dans
le permafrost. L’étude de Hansen ef al.. (2006) a en effet montré que I’alkylation, et donc la
formation des produits de Maillard, était la principale dégradation rencontrée pour ce type
d’échantillons. Le PTB, en dissociant ces complexes sucres-protéines, permettrait de limiter
les absences d’amplification provoquées par la formation des liaisons croisées et par

conséquent d’augmenter le succes des analyses.

V.1.2.5 Amplification totale du génome

Les tests menés sur nos échantillons avec le kit Genomophi™ ont montré que lors de
I’amplification une quantité¢ importante de fragments nucléotidiques aspécifiques pouvaient
étre générés. La présence de ces produits aspécifiques en grande quantité constitue un
inconvénient. En effet, un excés de molécules de petite taille peut provoquer une inhibition de
la PCR (Rogan et Salvo 1990 ; Pusch et al.. 1998 ; Ricaut et al., 2005).

Les quantifications qui ont été réalisées sur les produits d’amplification obtenus avec le kit
Genomiphi™ montrent des quantités d’ADN inférieures aux concentrations des extraits de
départ. Il semble vraisemblable que ce rendement soit un artéfact lié a [’absence
d’amplification du fragment cible du kit Quantifiler™ localisé en position 5p15.33 (Green et
al., 2005). En effet, les valeurs de Ct observées pour I'IPC des différents échantillons
n’indiquent pas la présence d’inhibiteurs. De plus, la présence sur le gel d’ADN de haut poids
moléculaire est patente. Ce biais a été observé dans plusieurs études (Dean et al., 2001 ;
Panelli et al., 2002 ; Ballantyne et al., 2005) et est expliqué par I’absence d’amplification des
régions télomériques lors de 'utilisation de protocoles d’amplification du génome.
L’ensemble de ces artéfacts d’amplification est li¢ aux caractéristiques des matrices en faible
nombre de copies puisque il semble que 'utilisation d’ADN dégradé mais présent en quantité
importante (de 5 a 50ng dans la solution de départ) permette tout de méme d’obtenir des
résultats satisfaisants (Ballantyne et al., 2006).

De maniére générale, il semble que 'utilisation de ce kit ne soit pas adaptée aux spécificités

des études sur I’ADN ancien. En effet, la présence de ruptures de brin, méme peu fréquentes,
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et les concentrations inférieures 4 5ng.ul” rendent nos échantillons impossibles a amplifier a

I’aide de la Taq Phi29.

V.1.2.6 Efficacité des kits d’amplification STR

L’évaluation des efficacités de typage respectives des kits AMPfISTR® Profiler Plus™ et
AMPISTR® Identifiler™ montre que, pour [’analyse des échantillons osseux, le
comportement des deux multiplexes differe. Pour le kit Profiler Plus™ on constate, en raison
de la corrélation entre l’efficacité de la PCR et la taille des marqueurs amplifiés, une
diminution graduelle du nombre de profils complets obtenus avec 1’augmentation de poids
moléculaire des amplicons. Les artéfacts d’amplification et les absences d’amplifications se
maintenant a des fréquences faibles (inférieures a 10%) pour ’ensemble des loci de taille
inférieure a 250pb.

Pour le kit Identifiler™, les proportions de profils complets sont globalement plus faibles et le
nombre d’absences d’amplification beaucoup plus ¢levé. Il faut toutefois considérer que les
analyses pratiquées avec le kit Identifiler™ se sont déroulées ces deux derniéres années sur
des échantillons différents de ceux testés avec le kit Profiler Plus™. Ceci peut entrainer un
biais important attendu que la proportion d’échantillons n’ayant pas permis d’obtenir de

résultats était plus importante durant cette période.

La comparaison des résultats des kits Power Plex® Y et AMPfISTR® Y-Filer™ a révélé des
divergences importantes entre les efficacités de typage des deux kits pour les loci de haut
poids moléculaire notamment. Pour le kit Power Plex® Y la corrélation entre la taille des
marqueurs et le succes de 1’amplification est clairement visible. La courbe polynomiale des
génotypes complets montre une réduction de 80% a 50% alors que les absences
d’amplification augmentent de maniére linéaire avec la taille des marqueurs (Annexe 17).
Seul le locus DYS389I1 montre une efficacité de typage légérement supérieure a celle
attendue. Cette divergence pourrait s’expliquer par un biais lié au nombre réduit
d’amplifications prises en compte pour 1’évaluation.

Pour le kit AMPfISTR® Y-Filer™, on observe une efficacité de typage supérieure ou égale a
60% pour I’ensemble des loci sauf pour DYS439 et DYS390. La corrélation entre la taille du

marqueur et le succés d’amplification est beaucoup moins marquée. La pente de la courbe
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polynomiale pour les génotypes complets est en effet moins forte et la différence observée
entre les marqueurs de faible et de fort poids moléculaire est seulement de 10% (85%-75%)
(Annexe 17). Trois loci ne s’inscrivent pas dans cette tendance: DYS19, DYS439 et
DYS390. Ces marqueurs présentent les efficacités de typages les plus faibles de ce kit alors
qu’ils se placent dans une gamme de taille intermédiaire. Il est difficile de déterminer les
raisons exactes de cette variation et aucune donnée de la littérature ne fait état

d’amplifications différentielles pour ces loci.

L’approche méthodologique des résultats collectés durant ce travail nous a permis de
souligner la trés grande qualité des échantillons provenant de Sibérie Orientale. 11 a ainsi été
possible d’étudier des marqueurs rarement analysables dans les études d’anthropologie
moléculaire comme les STR autosomaux et du chromosome Y, mais également d’obtenir des
résultats uniques sur des substrats difficiles comme les cheveux. Cet ensemble de facteurs a
conduit a I’obtention de données dont 1’authenticité est manifeste, permettant d’établir des
comparaisons fiables dans une optique phylogéographique.

Le nombre important de sujets ¢tudiés et la mise en parallele, sur plusieurs types
d’échantillons, de nouveaux protocoles ont permis d’apporter des informations originales sur
les propriétés de ces différents substrats. Ainsi, la méthode de cryobroyage des tissus durs et
I’utilisation d’échantillons dentaires apparaissent a privilégier. En outre, cette étude a mis en
¢vidence que certaines méthodes étaient totalement inadaptées a 1’étude de I’ADN ancien et,
en revanche, a confirmé I'utilité de certains réactifs, comme le PTB. L’ensemble de ces
données nous a également conduit & envisager certaines perspectives afin d’optimiser encore

les protocoles ainsi que I’analyse des résultats
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V.1.3 Perspectives méthodologiques

V.1.3.1 Protocole d’extraction d’ADN

Concernant les protocoles d’extraction employés dans cette étude, plusieurs points sont
apparus pour I’amélioration de la qualité des résultats.

Tout d’abord, 1’étude de Salamon et al., (2005) met en avant la possibilité d’obtenir de I’ADN
de bonne qualité par la dissolution des agrégats de cristaux d’hydroxyapatite présents dans les
os. L’utilisation d’un protocole conduisant & une déminéralisation compléte des échantillons
osseux semble donc judicieuse puisque la dissolution totale de la poudre d’os pourrait
permettre 1’acces a ces cristaux et ainsi augmenter le rendement de I’extraction. Loreille et al.,
(2006) ont optimisé un tampon de lyse qui permet de dissoudre entiérement les échantillons
osseux grice a des concentrations élevées d’EDTA (0,5M) et du N-Laurylsarcocinate de
sodium. Les autres réactifs entrant dans la composition du tampon ainsi que les étapes
d’extraction organique, de purification et de concentration des extraits sont identiques a ceux
employés actuellement au laboratoire. Cette étape de déminéralisation compléte permettrait
d’obtenir des rendements trois fois supérieurs a ceux observés avec les protocoles classiques
et ne nécessite qu'un gramme de poudre d’os. Cette méthode représenterait un avantage
certain puisqu’il serait possible d’obtenir de ’ADN de meilleure qualité, en quantité plus
importante, tout en utilisant moins de matériel. Ce protocole est actuellement en cours

d’évaluation au laboratoire.

V.1.3.2 Quantification de I’ADN mitochondrial

Cette étude a permis de montrer I’intérét de la quantification de I’ADN nucléaire a la fois
pour ajuster au mieux les volumes d’extraits et le nombre de cycles a utiliser pour les PCR
mais également pour déterminer la présence d’inhibiteurs dans les extraits.

Le rapport de plusieurs centaines, voire milliers, de copies d’ADN mitochondrial par copie
d’ADN nucléaire permet de conclure que, dans les gammes de concentrations d’ADN

nucléaire amplifiables, suffisamment d’ADNmt doit étre présent. Cependant, pour les extraits
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non quantifiables il n’est pas possible de déterminer si la quantit¢é d’ADNmt permettra
I’amplification des séquences d’intérét. En outre, la quantification de I’ADN mitochondrial de
manieére concomitante a celle de ’ADN nucléaire permettrait de déterminer, grace a la
comparaison des données, si une préservation différentielle des deux génomes existe.

Une étude récente (Walker et al., 2005) a présenté une méthode permettant de quantifier en
duplex I’ADN nucléaire et mitochondrial par 1’utilisation de sondes Tagman pouvant étre
utilisée sur la plateforme de détection présente au laboratoire. La taille des séquences cibles
correspond a celle du kit Quantifiler™ puisque les fragments amplifiés pour I’ADNmt et
nucléaire mesurent respectivement 79pb et 71pb. Il serait ainsi possible d’évaluer par cette
méthode les gammes de concentrations d’ADNmt autorisant une amplification optimale de la
région HV1 et également de déterminer si les sujets pour lesquels nous avons des difficultés a

amplifier une des deux demi-régions présentent des quantités trop faibles d’ADNmt.

V.1.3.3 Les STR de faible poids moléculaire

L’évolution des techniques employées pour 1’identification des individus en médecine 1égale
tend vers 1’analyse d’échantillons de plus en plus dégradés. Les développements
méthodologiques dans ce domaine profitent par conséquent a ’anthropologie moléculaire
puisque les problémes de dégradation de I’ADN sont encore plus cruciaux qu’en médecine
légale.

Ces derniéres années, plusieurs études (Coble et Butler, 2005 ; Dixon et al, 2005 ;
Grubwieser et al., 2005) ont été publiées sur 1’utilisation de STR dont le poids moléculaire est
réduit par rapport a ceux présents dans les kits commerciaux. Les amorces sont dessinées afin
de se rapprocher le plus possible des séquences cibles et ainsi réduire la taille des amplicons.
Applied Biosystems va prochainement (Janvier 2007) commercialiser un kit comprenant 9
loci. Les résultats préliminaires du kit AMPfISTR® MiniFiler™, présentés au congres "DNA
in Forensic" d’Innsbruck, ont montré que la sensibilité¢ de cette PCR multiplexe permettait
I’obtention de profils complets & 90% pour des quantités d’ADN de départ de 60pg.ul”. De
plus, les tests réalisés en présence d’inhibiteurs montrent que ce kit est beaucoup moins
sensible aux inhibiteurs que les kits standards tels Identifiler™.

Lors de I’étude d’échantillons anciens et des recherches des liens de parentés entre sujets d’un

méme ensemble funéraire, nous sommes bien souvent confrontés a la conservation
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différentielle de I’ADN suivant les sujets en raison des micro-variations taphonomiques, de
I’dge des individus ou du type d’échantillon analysé. L’utilisation de ces mini-STRs
représente donc une approche prometteuse, applicable au chromosome Y, qui permettra

d’accéder a I’information génétique d’un plus grand nombre d’individus.

V.1.3.4 Détermination des haplogroupes mitochondriaux par la technique SNaPshot

L’affiliation des haplotypes mitochondriaux a un haplogroupe se révele parfois problématique
par la seule analyse de la région HVI1. Sur les échantillons provenant de populations
modernes il est possible d’utiliser des enzymes de restrictions afin d’étudier un ensemble de
positions polymorphes présentes dans la région codante de I’ADNmt et qui permettent, en
combinaison avec 1’analyse des mutations de la région HV1, de déterminer de maniére fine
I’haplogroupe d’un sujet. La technique des RFLP n’est pas applicable a I’ADN ancien du fait
de la quantité importante d’ADN nécessaire a 1’ensemble des analyses et des problemes de
digestion partielle qui compliquent I’interprétation des résultats et nécessite la répétition des
expériences, augmentant encore les quantités d’ADN utilisées (Salas et al., 2005).

Les succes obtenus au sein du laboratoire avec la technique SNaPshot pour le typage des SNP
du chromosome Y permettent de penser que la méthode pourrait étre appliquée aux SNP de la
région codante de I’ADN mitochondrial. Par ailleurs, cette technique est déja utilisée avec
succes en criminalistique et en génétique des populations (Salas et al., 2005 ; Brandstitter et
al., 2006). On peut également penser que le taux de réussite pourrait étre encore plus €levé
que pour le chromosome Y du fait de la présence en plus grand nombre de copies de ’ADN
mitochondrial.

Une étude récente (Lee er al., 2006) a montré que I’application de cette méthode a des
¢chantillons osseux et dentaires provenant de sujets inhumeés il y a une cinquantaine d’années
permettait de déterminer, de maniére fiable, I’appartenance aux différents haplogroupes. Lee
et collaborateurs ont mis au point trois réactions multiplexes qui assurent le typage des
principaux haplogroupes et sous haplogroupes présent en Asie de 1’est. Une approche
similaire est en cours pour les populations d’intérét du laboratoire sur une sé¢lection de SNP
informatifs présents dans les haplogroupes les plus fréquemment rencontrés, mais également

pour ceux dont I’affiliation est problématique a partir des seules séquences HV 1.
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V.2 Le peuplement de la Yakoutie Centrale

V.2.1.1 Le recrutement des ensembles funéraires

L’analyse des relations de parenté au sein des sites regroupant plusieurs sujets ne permet pas
d’établir un modele général concernant le recrutement des ensembles funéraires que nous
avons fouillé. En effet, il semble que les critéres de recrutement puissent étre basés sur trois
niveaux : ’appartenance a une méme famille de sujets partageant des liens de proches
parentés ; I’appartenance a un méme groupe familial de sujets possédant la méme lignée
paternelle ou maternelle et enfin I’appartenance a un méme clan d’individus ne partageant
aucune relation de parenté. Ce dernier mode de recrutement rejoignant les conclusions
proposées par Ricaut et al. (2006) sur le regroupement d’individus appartenant & une méme
structure clanique mais ne partageant pas forcément des liens de proche parenté.

Le site d’Arbre Chamanique illustre bien, au sein d’un méme site, cette diversité des modes
de recrutement. Le regroupement des quatre sujets au sein de la sépulture multiple d’Arbre
Chamanique 1 semble avoir ét¢ motivé par les relations de proche parenté unissant les
différents individus. Le sujet de la tombe Arbre Chamanique 2 semble également partager des
liens de parenté étroit avec les autres sujets bien qu’il ne soit pas inhumé dans la méme
sépulture ce qui pourrait étre li¢ a un déces une date différente, qui n’a pu étre précisée. La
position de ces tombes devant un alas de grande importance et la richesse du mobilier de la
tombe n°l ameénent & penser que ces différents individus pouvaient appartenir & un clan
d’importance au sein duquel cette lignée maternelle aurait perduré. Enfin, le sujet de la
troisiéme tombe présente une séquence mitochondriale différente de celle observée
précédemment. La tombe est par ailleurs plus €éloignée de la tombe n°l, localisée plus en
lisiere de forét. Cette femme aurait pu appartenir au méme clan sans toutefois partager de
liens parentaux étroits avec les membres de ce méme groupe inhumés a proximité. Cette
derniere hypothese n’est toutefois pas vérifiable et la possibilité que 1I’inhumation corresponde

a celle d’un sujet n’ayant aucune relation avec les autres individus est également a envisager.
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V.2.1.2 La période ancienne

Durant notre étude nous avons analysé sept tombes antérieures a la formation des Yakoutes
dont les datations, bien que mal assurées pour la plupart, sont distribuées du Néolithique a
1I’Age du Bronze.

Les sujets YAKa27 et YAKa28 ont tous deux été mis au jour dans la région de la Kolyma
dans 1’extréme nord-est de la Yakoutie. Nous n’avons pu obtenir des informations
exploitables que pour le sujet YAKa27 qui daterait du Néolithique. Les données des STR du
chromosome Y étaient trop fragmentaires pour permettre une recherche BLAST dans les
bases de données. Toutefois, la comparaison de la séquence HV1 dans notre base de données
ainsi que dans les bases de données en ligne a donné plusieurs correspondances avec des
populations actuelles. L’haplotype de ce sujet est retrouvé chez un sujet Tchouktche, 2
Koryaks et chez 6 Esquimaux vivants dans 1’Arrondissement Autonome Tchouktche. Il
semble que cet haplotype soit présent dans ces populations du nord-est sibérien depuis une
période trés ancienne. La position 16319 rapproche cet haplotype de 1’haplogroupe D3 qui est
dispersé dans de nombreuses populations de Sibérie mais toujours avec des fréquences

réduites (Derbeneva et al., 2002 ; Starikovskaya et al., 2005).

La localisation des restes osseux des sujets collectés dans les musées de Yakoutsk correspond
a deux wulus distincts : le sujet YAKa47 et du site de Diring Urekh (YAKa48) provenant de
Yakoutie Centrale, de I’'u/us Khangalassky, et les sujets du site d’Allalaika (YAKa43) et de
Tchersinsky (YAKa44) de la région de Vilyuy. Les résultats concernant les lignées
paternelles de ces différents sujets n’ont permis la comparaison que pour les données
obtenues pour le sujet YAKa47. L’haplotype de ce sujet n’est retrouvé dans aucune base de
données et bien que son haplogroupe n’ait pu étre déterminé avec précision, il n’appartient
pas a I’haplogroupe N3 car il ne présente pas la mutation TAT-C. La séquence mitochondriale
de ce sujet est affiliée a I’haplogroupe D et cet haplotype est retrouvé dans de nombreuses
populations de I’ensemble de la Sibérie (Mansis, Tuvas, Evenks), d’Asie Centrale (Kazakhs)

et de Mongolie (Eygin Gol).

Les données portant sur ces sujets qui occupaient la Yakoutie avant la formation des Yakoutes
révelent des affinités avec différentes populations actuelles considérant leurs lignées
maternelles. Les sujets découverts dans la Vilyuy appartiennent a I’haplogroupe C qui est le

plus largement retrouvé au sein de I’ensemble des populations sibériennes, en particulier

220



evenks, (Schurr et al., 2004 ; Starikovskaya et al., 2005) et le sujet YAKa47 a pu étre affilié a
I’haplogroupe D qui est également trés répandu en Sibérie. Ces haplogroupes sont retrouvés a
la fois dans les populations d’Asie Centrale mais également dans les populations de Sibérie du
sud et de 1’ouest (Bouriates, Tuvas, Mansis), les populations d’origine toungousse (Evenks),
ou les populations du nord-est (Koryaks, Tchouktches). Cette trés vaste répartition des
haplogroupes C et D serait li¢e a I’expansion des premiers groupes humains dans ces régions
durant le Paléolithique Supérieur (Schurr et al., 2004) expliquant le nombre et la diversité des
populations actuelles dans lesquelles sont retrouvées ces séquences. Les principales rivieres
de Yakoutie (Lena, Vilyuy et Aldan) étaient en effet utilisées comme voies de dispersion
depuis la fin de la période Sartan (Pléistocéne Supérieur) (Vasil’ev et al., 2002) permettant
une certaine mobilité des populations anciennes. L haplotype du sujet néolithique YAKa27,
retrouvé dans les populations actuelles de 1’extréme nord-est et appartenant a un haplogroupe
aujourd’hui partagé par la plupart des populations sibériennes, représente bien cette dispersion

de lignées maternelles anciennes.

La tombe de Pokrovsk

Au sein de ce groupe de tombes anciennes, le sujet de Pokrovsk occupe une place particuliere.
Cette tombe, mise au jour a une soixantaine de kilométres au sud de Yakoutsk, datée entre le
1™ et le [V™ siécle avant notre ére, illustre les plus anciens contacts entre la région du lac
Baikal et de Mongolie et la Yakoutie Centrale (cf Article n°l). Le matériel archéologique
présent dans cette tombe comprend un armement (cuirasse en os et pointe de fleche en silex)
rappelant 1’équipement des populations autochtones de Sibérie Centrale. Mais un percoir en
métapode de cheval ainsi qu’une pointe de fleche en fer ont également été découverts et ces
objets sont caractéristiques des populations des steppes. Cette variét¢ dans le mobilier
archéologique évoque indéniablement des échanges entre les populations de chasseurs de
Sibérie Orientale et les populations de pasteurs nomades des steppes du sud.

Les affinités génétiques du sujet de Pokrovsk reflétent également la possibilité de contacts
entre ces deux zones géographiques. La séquence HV1 de Pokrovsk a en effet été retrouvée
chez deux Bouriates, une femme inhumée dans la nécropole d’Eygin Gol au 1™ siecle
avant notre ére, 1 Evenk, 2 Mansis, ainsi que chez 2 Yakoutes et 1 Yakoute ancien
(YAKa29).

Les données génétiques permettent de préciser que les contacts entre les chasseurs de Sibérie
et les ¢éleveurs nomades des steppes du sud dépassaient le cadre des simples échanges

commerciaux. La correspondance entre la séquence du sujet de Pokrovsk et des Bouriates
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ainsi qu’un individu de la nécropole d’Eygin Gol, localisée plus de 2000km au sud, confirme
I’hypothese archéologique de contacts précoces entre ces régions et indique une origine
méridionale de la mére de ce sujet. La correspondance entre un sujet inhumé dans une
nécropole Xiongnu et des sujets originaires de Bouriatie s’explique par les expansions dans la
région péri-Baikale des tribus Xiongnu qui eurent lieu au 1™ siécle avant JC
(Tsydendambaev, 1972 in Khitrinskaya et al., 2001).

La proximité¢ génétique entre les Yakoutes et les Evenks a ¢té mentionnée dans de
nombreuses études de génétique des populations (Pakendorf et al., 1999; Pakendorf ef a..,
2003; Derenko et al., 2002; Puzyrev et al., 2003). Le partage de la séquence du sujet de
Pokrovsk pourrait étre en faveur de contacts génétiques entre les populations des steppes et

iéme

les ¢leveurs de rennes toungousses durant le III siecle avant JC et, par conséquent,
antérieurs a I’émergence et la migration des Kurykans ou des tribus de la culture Kulun-Atakh
proposés a partir des données archéologiques.

Le fait que cet haplotype soit partagé avec des Yakoutes actuels est en faveur, d’une part, de
la participation précoce au pool génétique yakoute de femmes originaires de régions plus
méridionales et d’autre part, d’'une certaine continuit¢ des lignées maternelles dans les
populations sibériennes comme précédemment proposé par Ricaut ez al. (2005).

La correspondance de cette séquence avec deux Mansis des montagnes de I’Oural et deux
sujets issus de populations de Sibérie Occidentale pourrait étre en relation avec des flux
géniques d’est en ouest le long du Ienissei (Starikovskaya et al, 2005). De plus, si on
considére la proportion importante d’haplogroupes asiatiques dans la population mansi

(Derbeneva et al., 2002), cette similarité peut étre mise en paralléle des expansions des tribus

nomades depuis la Mongolie vers 1’ouest durant la période Xiongnu.

V.2.1.3 La période turco-mongole

Les tombes les plus anciennes pouvant étre rattachées aux débuts de la période médiévale
yakoute, sont datées de la fin du XIV®™ siécle jusqu’au XVII™ siécle. Les pratiques
funéraires de cette période montrent une nette influence turco-mongole (Crubézy, 2006). Le
mobilier associé aux défunts comprend différents éléments d’harnachement tels des selles, des
étriers ou des mords et également différentes armes dont 1’arc qui est fréquemment retrouvé.

Tous les sujets présents dans les tombes de ce type étaient de sexe masculin, laissant penser
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que les femmes et les enfants devaient &tre inhumés selon des pratiques différentes,
probablement des arangas (Crubézy, données non publiées). La conservation plus aléatoire de
ces tombes aériennes, associée au fait que lors de I’arrivée des Russes ces tombes furent
pratiquement toutes détruites (elles étaient supposées favoriser la diffusion des épidémies)

pourrait expliquer le fait que nous n’avons pas retrouvé de sujets féminins de cette période.

La plupart des sujets pour lesquels il a ¢été possible de déterminer I’haplogroupe du
chromosome Y appartiennent a 1’haplogroupe N3, majoritaire a la fois chez les sujets
yakoutes anciens et dans la population actuelle. Par ailleurs, les sujets des tombes de Batta
Tcharana (YAKa66) et Bouogaryma (YAKa78) portent un des haplotypes les plus fréquents
chez les Yakoutes. De plus, le sujet de Djoussoulen (YAKa40), daté du XV giecle,
appartient a I’haplotype le plus représenté dans 1’échantillon ancien analysé et est également
trés fréquent dans la populations actuelle. Cet haplotype aurait donc été transmis durant cinq
siécles avec des fréquences importantes. En revanche, on constate que ces deux haplotypes ne
sont retrouvés chez aucune des populations inclues dans les bases de données, ils apparaissent
comme spécifiques des Yakoutes.

L’haplotype du sujet du site de Tyyt Bapyt (Y AKa86) appartient a I’haplogroupe N3 mais est
retrouvé chez 8 Evenks actuels. La fréquence de 1’haplogroupe N3 dans ces populations est
habituellement beaucoup moins importante que chez les Yakoutes, de 1’ordre de 16% (Karafet
et al., 1999 ; Derenko et al., 2006). 11 est fort probable que cet haplotype ait été transmis par
les Yakoutes dans la population Evenks par métissage. En effet, ’étude de Pakendorf et al.
(2006) permet de se rendre compte que parmi la population parlant aujourd’hui la langue
Evenk, de nombreux sujets appartiennent a 1’haplogoupe N3 et pourraient étre en fait
d’ascendance yakoute.

Le sujet de la tombe de Balyktakh (YAKa26), daté entre 1420 et 1470 AD, est le seul
n’appartenant pas a [’haplogroupe N3 puique affili¢ a 1’haplogroupe K. Cet haplogroupe est
présent avec une fréquence d’environ 20% chez les Sojots (vivant au sud du lac Baikal) et les
Mongols (Derenko et al., 2006). Ces deux populations présentent la plus forte fréquence
d’haplogroupe K en Sibérie (les fréquences les plus €levées étant observées chez les Coréens).
Considérant les résultats des STR du chromosome Y, I’haplotype de ce sujet a été retrouvé
chez 3 sujets Mongols, 4 sujets vivants dans la vallée d’Eygin Gol, 1 Kazakh et 11 Turcs
d’Anatolie. La lignée paternelle de ce sujet semble par conséquent fortement liée aux

populations a la fois des steppes du sud et de 1’Asie Centrale.
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Il est intéressant de constater que I’ensemble des lignées paternelles anciennes appartenant a
I’haplogroupe N3 sont aujourd’hui retrouvées dans la population yakoute, contrairement a
I’haplotype du sujet YAKa26. La disparition de cette lignée paternelle pourrait étre mise en
relation avec les importantes réductions d’effectifs au sein de la population masculine. On
peut toutefois penser que la transmission a des fréquences plus faibles de cet haplotype n’a

pas permis de le détecter dans la population actuelle.

Les haplotypes mitochondriaux des sujets appartenant a cette période ont tous perduré dans la
population actuelle. Les séquences des individus YAKa21/YAKa86 et YAKa66 appartiennent
a I’haplogroupe C2 et sont présentes dans de nombreuses populations de Sibérie, de
Mongolie, de Bouriatie et d’Asie Centrale.

Le sujet YAKa26 appartient également a I’haplogroupe C et on peut noter que sa séquence est
retrouvée chez un sujet de la nécropole d’Eygin Gol ainsi qu’un sujet ancien de la région de
Krasnoiarsk. La concordance entre les lignées paternelles et maternelles de ce sujet le
rattachant a la nécropole d’Eygin Gol évoque des contacts entre cette région de la Mongolie et
la Yakoutie Centrale, comme nous I’avons déja mentionné plus haut.

L’haplotype du sujet de Djoussoulen, tombe datée du XV™ sigcle au C14, est retrouvé trés
fréquemment chez les Yakoutes actuels et chez un Daur (population de langue mongole
vivant en Chine) mais dans aucune autre population. Cet individu appartient a 1’haplogroupe
D5 qui est aujourd’hui présent avec une fréquence trés importante dans la population
Yakoute. La distribution de ce sous haplogroupe est relativement restreinte. Les Yakoutes
présentent la fréquence la plus importante de cette lignée au sein des populations de Sibérie et
d’Asie Centrale, les fréquences observées en Asie Centrale et en Sibérie étant trés faibles
(Derenko et al., 2004). L’¢tude de Pakendorf ef al. (2006) a mis en évidence une fréquence
importante de cet haplogroupe dans la population yakoute qui pourrait étre liée a un effet
fondateur survenu au XIII™ siécle. Les lignées maternelles appartenant a cet haplogroupe
seraient, selon les auteurs, a rattacher a la population Bouriate. La découverte d’un sujet du
XV sidcle appartenant & cet haplogroupe est par conséquent en accord avec ces
conclusions, confirmant la stabilité¢ de cette lignée maternelle au cours du temps.

La séquence du sujet de Bouogaryma 1 (YAKa78), qui est daté de la fin de cette période (e.g.
XVII™ sigcle), a été retrouvée chez un Bouriate actuel et chez un sujet de la vallée d’Eygin
Gol. Les étriers déposés avec le corps évoquent la tradition des steppes ce qui est en accord
avec une origine méridionale de ce sujet. Cette séquence est affiliée a 1’haplogroupe A qui est

présent avec des fréquences réduites dans de nombreuses populations de Sibérie Occidentale
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et Centrale (Starikovskaya et al., 2005). La fréquence la plus importante de cet haplogroupe
est toutefois observée chez les Sojots (Derenko et al., 2003). Les origines de ce sujet évoquent
¢galement la région du Baikal, puisque les Sojots vivent dans la zone péri-Baikal dans
I’actuelle République de Bouriatie. Le fait que cet haplotype, affilié a un haplogroupe
relativement rare en Sibérie, soit retrouvé a la fois chez un Yakoute ancien et chez un sujet de
la période Xiongnu vient encore renforcer 1’hypothése sur des contacts entre ces deux zones

géographiques.

Les résultats des analyses génétiques portant sur les sujets de cette premicre période nous
renvoient clairement 4 une origine méridionale. Il semble que les premiers contacts établis
durant la période Xiongnu, comme [’atteste le sujet de Pokrovsk, aient par la suite donné lieu
a la migration de groupes d’éleveurs nomades originaires de la région de la Bouriatie et de
Mongolie du nord. Les nouveaux arrivants se seraient installés et auraient donné lieu a

I’émergence de la culture yakoute traditionnelle.

V.2.1.4 La période mongole

La deuxiéme période distinguable par les modes d’inhumation correspond a des tombes plus
récentes, XVII™ et XVIII™ siécles. Ces tombes considérées comme de tradition yakoute
classique, présentent un mode de construction utilisant des troncs évidés pour les sujets riches
qui évoquent les tombes mongoles de la région péri-Baikale ainsi que les sépultures Xiongnu
de la vallée d’Eygin Gol (Crubézy, 2006). Outre le mode de construction des coffres, cette
période se distingue surtout par la présence, dans le mobilier associ¢, d’éléments
d’importation telles des perles, des vétements en soie sans doute d’origine chinoise qui

évoquent un changement culturel important.

L’analyse des lignées paternelles des sujets de cette période révele que I’ensemble des
haplotypes appartient a ’haplogroupe N3. Par ailleurs, les différents haplotypes sont répartis
dans les deux lignées les plus fréquentes aujourd’hui. L haplotype du sujet YAKa81, bien que
différent de H1 et H2, est également retrouvé de nos jours.

Ces sujets du XVII®™ et XVIII™ siécles présentent tous des lignées paternelles présentes

iéme

dans la population Yakoute actuelle et dont deux déja en place depuis le XV~ siécle. On
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peut considérer que les sujets mis au jour dans les tombes de la période Turco-mongole
appartenaient a une certaine ¢élite guerriere considérant les égards avec lesquels ils ont été
inhumés et les offrandes présentes dans les tombes. Les sujets de cette seconde période
semblent également appartenir a la classe sociale dominante apres le passage a une économie
basée sur 1’¢levage et dans laquelle le terroir était une source de richesse. Les sujets inhumés
dans la tombe du site d’Arbre Chamanique et de Munur Urekh sont inhumés face a de vastes
alas et ’opulence du mobilier associé est notoire dans ces deux cas. La tunique en soie et la
chevaliére de chef de clan pour la tombe de Munur Urekh et les quatre selles décorées, les
manteaux brodés de perles ainsi que le nombre d’offrandes pour la tombe d’Arbre
Chamanique attestent de 1I’importance sociale des sujets. De plus, les hommes de ces deux
tombes ont ét¢ inhumés avec leurs armes : arc long et palma qui confirment un statut de
guerrier et pourraient représenter un rappel des traditions antérieures. On peut, par
conséquent, envisager que les descendants des personnages influents de la période turco-

mongole ont continu¢ a prospérer dans la société yakoute médiévale.

Considérant les lignées maternelles, nous avons observé la présence pour trois sujets de
lignées pouvant étre attribuées a des haplogroupes présents dans les populations ouest
eurasiatiques et qui sont habituellement plus fréquentes dans les populations européennes. Il
semble peu probable que ces haplogroupes européens soient en rapport avec un métissage
avec des colons russes. En effet, ces tombes sont toutes antérieures a la colonisation effective
de la Yakoutie. Le sujet du site de Ouhorai, daté entre 1650 et 1680, semble appartenir a
I’haplogroupe JT bien que I’haplotype exact n’ait pu &tre retrouvé dans les bases de données.
Cet haplogroupe n’est présent que dans les populations Bouriates, Tuvinianes, Kakhasses et
Tofalars (Derenko et al., 2003). La séquence du sujet YAKa33 appartient a 1’haplogroupe K
qui n’est que trés rarement représenté dans les populations sibériennes. L’haplotype de ce
sujet n’a été retrouvé que chez un Yakoute. Le sujet YAKal8 appartient a I’haplogroupe H et
sa séquence est retrouvée chez 3 Yakoutes, 2 Bouriates et 3 Tofalars. Cet haplogroupe est le
plus fréquemment rencontré dans les populations d’Europe de I’ouest. Cependant, cet
haplogroupe est présent a des fréquences réduites, 3,5% en moyenne dans de nombreuses
populations sibériennes (Derenko et al., 2003) et dans la population mongole a une fréquence
de 10% (Starikovskaya ef al., 2005).

La présence de ces séquences appartenant a des haplogroupes ouest-eurasiatiques pourrait étre

le fait d’une dispersion lors du Paléolithique Supérieur de populations du Moyen-Orient et
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d’Europe du sud-est qui n’auraient pas été gommées par les migrations et les flux géniques

ultérieurs (Starikovskaya et al., 2005).

Les autres sujets se répartissent dans les haplogroupes considérés comme plus spécifiques des
populations est-eurasiatiques C et D.

La fréquence importante de 1’haplogroupe C dans I’échantillon ancien analysé pourrait étre en
relation avec des mariages entre les Yakoutes et les populations evenks au sein desquelles
I’haplogroupe C est prédominant (Starikovskaya et al, 2005 ; Pakendorf et al, 2006).
Comme nous 1’avons déja souligné dans le paragraphe concernant le sujet de Pokrovsk,
plusieurs études attestent de la proximité entre les haplotypes mitochondriaux yakoutes et
evenks. Ces similarités génétiques évoquent le partage de lignées maternelles communes a
I’origine des pools génétiques actuels (Derenko et al.., 2002).

Plusieurs haplotypes sont également partagés avec les populations Bouriates, Tuvas et
Mongols. Les Tuvas reflétent bien la dualité des influences mongoles et toungousses des
populations de Sibérie. En effet, cette population vivant a I’ouest du lac Baikal, présente des
fréquences trés importantes de séquences appartenant a 1’haplogroupe C et des affinités
génétiques marquées avec les Evénes. Cependant, du point de vue culturel I’incidence
mongole est trés nette (Golubenko et al., 2001).

Cette dispersion importante des haplotypes de I’haplogroupe C dans les populations turciques
et une population toungousse pourrait refléter des mélanges ayant eu lieu avant la migration
des Yakoutes vers le nord. Ce pool génétique commun partagé par ces populations pourrait
étre en relation avec les éleveurs de rennes appelés Uraangkhaj mentionnés par Ksenofontov
et Okladnikov. Ces populations de la région péri-Baikale et d’ascendance toungousse auraient
subis une forte influence des tribus turciques et mongoles avant d’étre partiellement assimilés
et/ou partiellement repoussés vers le nord par les Kurykans. La dispersion de cette population
métissée anciennement pourrait expliquer le partage de ces haplotypes entre ces différentes

populations.

Les haplotypes appartenant a 1’haplogroupe D des sujets YAKal6 et YAKa46 n’ont pu étre
retrouvées dans aucune des bases de données disponibles. Concernant les séquences des sujets
du site d’Arbre Chamanique (YAKa34, 35, 36, 37, 38, et 41) et d’Okhtobout 2 (YAKa&2)
nous avons pu déterminer leur affiliation au sous haplogroupe D5. A I’exception de la

population Yakoute ces deux haplotypes sont peu partagés.
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Ceci évoque, d’une part, que ces lignées maternelles ont perduré durant 5 siécles dans la
population yakoute, confirmant la stabilité de la structure génétique des Yakoutes. D’autre
part, les séquences affiliées a I’haplogroupe D ne sont que trés peu partagées avec d’autres
populations contrairement a celles de I’haplogroupe C. Par ailleurs, les fréquences supérieures
a 10% rencontrées pour le sous-haplogroupe D5 semble étre relativement spécifiques de la
population Yakoute (Pakendorf et al., 2006). A I’instar du chromosome Y, il semble qu’un
[ieme

effet fondateur au cours du XI siécle aurait pu conduire a la présence de ces haplogroupes

spécifiques dans la population Yakoute (Pakendorf et al., 2006).

V.2.1.5 La période chrétienne

Au sein des sujets mis au jour dans les tombes du XVIII®™ et XIX“™ siécle, les sujets
masculins appartiennent majoritairement a 1’haplogroupe N3. Les haplotypes des sujets
découverts dans la tombe de Dirilaa Sayliga (YAKa56) et Ken Ebe 4 (YAKa71) n’avaient pas
¢été détectés parmi les sujets des périodes précédentes. Tout comme les haplotypes N3 décrits
précédemment, la comparaison avec les bases de données s’est révélée infructueuse
confirmant la spécificité¢ des lignées N3 de la population Yakoute ancienne. L’haplotype du
sujet YAKa56 n’a pas été retrouvé dans la population moderne, il est possible que cette lignée
paternelle soit de nos jours présente dans la population Yakoute mais avec une fréquence
faible expliquant ainsi qu’elle n’ait pas été détectée dans notre étude. On peut également
considérer que les réductions d’effectifs de la population Yakoute, notamment au cours des
déportations survenues sous le régime soviétique ou lors des Premiere et Deuxieme Guerres
Mondiales, auraient pu favoriser la disparition de certaines lignées paternelles.

L’haplotype des sujets YAKal7 et YAKal9 n’est pas affili¢ a ’haplogroupe N3 puisqu’il ne
présente pas la mutation TAT-C caractéristique. Cet haplotype est partagé avec 3 sujets
Mongols, 19 Bouriates et est particulierement fréquent dans la population Kalmyk dont les
lignées paternelles indiquent une forte ancestralit¢ mongole (Nasidze et al., 2005). La lignée
paternelle de ce sujet est, par conséquent, fortement ancrée dans les populations des steppes
du sud.

Pour le sujet YAKa57 du site de Bekh Alas, tombe n°1, I’analyse des SNP du chromosome Y
a permis I’affiliation a ’haplogroupe P. Cet haplogroupe est observé dans la plupart des

populations sibériennes a I’exception des Evenks et des Teleuts (Derenko ef al., 2003) mais la
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fréquence la plus importante de cet haplogroupe est observée chez les Tuvas (Wells et al.,
2002 ; Derenko et al., 2003). Nous avions not¢ lors de la fouille une robustesse extréme de ce
sujet qui présentait un torus mandibulaire et palatin avec des proportions exceptionnelles ainsi
qu'un crane plutdt brachycéphale. On observe donc une concordance entre ces
caractéristiques, plus fréquemment rencontrées chez les populations d’origine mongole et le
fait que cet haplotype soit trés fréquent dans une population ayant subit une forte influence

mongole.

Parmi les séquences mitochondriales présentes durant cette période, de nombreux haplotypes
sont partagés avec les sujets des deux époques antérieures. Parmi ces séquences, deux ne sont
retrouvées dans aucune des bases de données utilisées. Ces séquences pourraient marquer
I’arrivée de nouveaux migrants en Yakoutie Centrale durant cette période. Il n’est toutefois
pas possible d’établir de liens préférentiels avec une région donnée. En effet, ces séquences
sont retrouvées chez des populations de Mongolie (Mongols, Bourriates) ou d’Asie Centrale
(Kazakhs), mais également dans des populations de Sibérie (Mansis, Evenks). Il faut
¢galement considérer qu’en raison de 1’effectif plus important de ce groupe, nous aurions pu
mettre en évidence ces séquences qui n’avaient pas été détectées au préalable.

Sept des dix séquences non décrites auparavant sont retrouvées dans la population yakoute
actuelle ce qui, comme précédemment, évoque une stabilité des lignées maternelles yakoutes
au cours du temps.

Trois des haplotypes sont classés dans ’haplogroupe C et sont partagés avec de nombreuses
populations. Nous avons €galement retrouvé deux haplotypes appartenant a I’haplogroupe D,
dont la séquence du sujet de la tombe d’Arbre Chamanique 3 qui est affiliée au sous
haplogroupe D5a. Il faut noter que les cinqg autres s€quences appartiennent a des haplogroupes
qui sont plus rares dans la population Yakoute en particulier des haplogroupes qui sont plus
fréquents dans les populations du sud de la Sibérie : B, F et W.

Le sujet YAKa24 présente les sites polymorphes caractéristiques de I’haplogroupe B4 qui est
largement répandu dans les populations mongoles et chinoises (Kolman et al., 1996 ; Yao et
al., 200 et 2002) mais également dans la population tuviniane (Starikovskaya et al., 2005).
Les origines supposées de cet haplogroupe se retrouvent a la fois en Asie Centrale et en Asie
du sud-est (Starikovskaya et al., 2005).

La séquence de I’enfant découvert dans la tombe Jarama 2 (YAKa51) est partagée avec des

sujets originaires d’Asie Centrale (Kazakh et Ouigours) et également avec un individu
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originaire de Bouriatie. Cet haplotype a été rattaché a I’haplogroupe W qui est peu représenté
dans la population Yakoute actuelle.

Enfin, le sujet de la tombe Ken Ebe 7 porte un haplotype retrouvé chez un Mansi et nous
avons pu déterminer qu’il appartenait a 1’haplogroupe F. Cet haplogroupe est généralement
rencontré dans les populations de Sibérie de 1’ouest et chez les Tuvas mais également chez les
populations Evenks de la région du Ienissei (Derbeneva et al., 2002 ; Starikovskaya et al.,
2005).

Les influences génétiques qui sont détectées dans la population yakoute du XVIIT™ et
XIX™ sigcle, contemporaine de la colonisation russe, ne dénotent pas en comparaison des
périodes précédentes. Il semble donc que les caractéristiques génétiques de la population
yakoute soit en place dés le XV sigcle et perdurent jusqu’a nos jours. De plus, la fréquence
d’haplogroupes européens n’augmente pas parmi les sujets inhumés durant cette période.

L’influence russe sur le pool génétique yakoute apparait comme relativement limité.

V.2.1.6 Approche globale des lignées paternelles anciennes

Un regard d’ensemble sur les résultats que nous avons pu obtenir pour les lignées paternelles
présentes dans les échantillons anciens étudiés met en avant la trés forte proportion de
I’haplogroupe N3 ainsi qu’une diversit¢ génétique faible en comparaison des populations
mongoles ou centrasiatiques, a I’exception de la population bouriate actuelle. Cette tendance
rapproche les sujets anciens de la population moderne actuelle, indiquant une stabilité
importante des lignées paternelles depuis ce qu’il est permis de considérer comme les
premiers Yakoutes.

Cette stabilité est confirmée par la grande homogénéité des différents groupes chronologiques
que nous avons distingué. Les analyses multidimensionnelles ont, en effet, mis en évidence
I’absence de différenciation entre ces différents sous groupes et cela malgré les modifications
dans les pratiques funéraires et donc les changements culturels sous-jacents.

L’analyse network basée sur les STR du chromosome Y révéle que I’ensemble des haplotypes
composant cet haplogroupe est trés homogéne. Les haplotypes ne sont séparés les uns des
autres que par un événement de mutation révélant une expansion rapide a partir d’un nombre

réduit de fondateurs. On peut dés lors supposer que la colonisation de la Yakoutie Centrale fut
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le fait d’un nombre réduit de sujets dont 1’origine commune devait se situer en dans la région

du lac Baikal ou dans le nord de la Mongolie.

Par ailleurs, plus de la moitié¢ des haplotypes anciens du chromosome Y sont regroupés dans
deux lignées paternelles qui sont retrouvées de nos jours dans la population actuelle avec des
fréquences équivalentes. Ces lignées paternelles présentes dés le XV ™ siécle chez des sujets
appartenant a une ¢lite guerriére ont été transmises, malgré les changements culturels, aux
sujets de la classe sociale dominante chez les Yakoutes dits traditionnels du XVII™ sigcle.
Les origines de ces lignées paternelles apparaissent chez les cavaliers des steppes du sud,
Bouriates de la région du Baikal mais également chez les nomades de Mongolie.

La prédominance et la pérennité de ces deux lignées paternelles pourraient étre mises en
relation avec le fait que les fojons, chefs de clans de la période yakoute médiévale, qui
appartenaient a ces lignées auraient eu une descendance plus importante du fait de la pratique
répandue de la polygamie dans cette classe sociale. L’arrivée des Russes et les décrets qui
furent édictés renforcérent encore 1’autorité de ces chefs de clans en leur accordant plus de

terres et la gestion du yassak ce qui aurait pu favoriser davantage la fixation de ces lignées

paternelles dans la population yakoute.

V.2.1.7 Approche globale des lignées maternelles anciennes

La répartition des haplogroupes de I’ADN mitochondrial au sein de I’ensemble des sujets
anciens analysés illustre la dualité¢ des origines des lignées maternelles des Yakoutes. La
fréquence des haplogroupes D et D5 serait le reflet d’un effet fondateur survenu au cours des
migrations depuis les régions du sud probablement de la Bouriatie d’aprés les données de
Pakendorf et al.. (2006). La présence de nombreuses séquences retrouvées dans les
populations d’Asie Centrale et de Mongolie, notamment de la vallée d’Eygin Gol, confirme
une origine méridionale d’une partie des lignées maternelles. Par ailleurs, la fréquence élevée
d’haplogroupes C et le nombre de lignées partagées avec des populations sibériennes,
notamment toungousses, évoquent des échanges génétiques entre les nouveaux arrivants et les
populations autochtones.

Ces caractéristiques semblent se mettre en place dés le XV™ siécle puisque I’ensemble des

lignées maternelles se révele trés homogeéne au cours du temps. En effet, aucune différence
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significative n’est détectée entre les sous-groupes chronologiques. De plus, les distances
génétiques observées pour les lignées maternelles de notre population du XV'*™ au XVII[*™
siécle indiquent des affinités avec de nombreuses populations a la fois de Sibérie (Evenks et
Tuvas) mais ¢également d’Asie Centrale (Kazakh, Kirghiz et Ouigours) et de
Mongolie/Bouriatie. L’influence des populations de Mongolie et d’Asie Centrale est donc
bien présente. Par ailleurs, il est intéressant de constater la proximité avec les populations
Evenks indiquant D’assimilation des populations autochtones par les Yakoutes des les

premiéres étapes de la colonisation. Les indices de diversités calculées pour les sujets anciens

montrent d’ailleurs des affinités marquées avec les populations sibériennes.

Cette ¢tude a également permis de mettre en évidence des contacts plus anciens entre les
populations nomades des steppes et les chasseurs autochtones de Sibérie. Les lignées
maternelles présentes chez les sujets les plus anciens, avant 1’individualisation des Yakoutes,
montrent des affinités avec de nombreuses populations a la fois de Sibérie (Altai, Evenks,
Koryaks et Tuvas) mais également d’Asie Centrale (Kazakh, Kirghiz et Ouigours) et de
Mongolie/Bouriatie. Ces lignées paternelles pourraient représenter un pool génétique commun
dont la répartition daterait du Paléolithique Supérieur comme le proposent certains auteurs
(Schurr et al., 2004). Cependant, les artefacts retrouvés dans la tombe du sujet de Pokrovsk
ainsi que le partage de cette lignée maternelle avec un sujet de la nécropole d’Eygin Gol,
évoquent clairement des contacts entre les populations des steppes et les groupes autochtones
de Sibérie au moins dés le III™ siécle avant notre ére. De plus, la présence de nombreux
haplotypes partagés entre les sujets anciens de ces deux populations, dont un appartenant a un

haplogroupe peu fréquent, renforce I’hypothése de contacts précoces entre ces deux régions

probablement durant la période Xiongnu.

V.2.1.8 Des différences régionales au sein de la Yakoutie Centrale

Les analyses multidimensionnelles regroupant les sujets suivant leur origine géographique a
fait apparaitre des différences entre certains des ulus tant pour les lignées paternelles que
maternelles. Ce résultat contraste avec les données obtenues lors de ’AMOVA réalisée a
partir des données des STR autosomaux qui montrait une absence de différence que 1’on

considére des critéres chronologiques ou géographiques.
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Il est important de noter que, pour les STR du chromosome Y et la région HV1 de ’ADN
mitochondrial, les différents groupes géographiques ne présentent pas de différence avec la
population yakoute actuelle, indiquant que la contribution des sujets des trois ulus au pool

génétique des Yakoutes modernes a du étre similaire.

Pour le chromosome Y, les populations des sous groupes de Churapchinsky et de
Khangalassky ne présentent pas de différence significatives entre eux. En revanche I'ulus de
Tattinsky se distingue par ses distances Fg, certes plus réduites qu’avec I’ensemble des autres
populations, mais tout de méme considérées comme significatives.

Cette divergence peut s’expliquer par le fait que les cinq sujets de cet u/us appartiennent tous
a I’haplotype H1. En revanche, quatre des haplotypes de la région de Khangalassky sont
affiliés a H2, et les deux autres n’appartiennent pas a I’haplogroupe N3. Enfin, quatre des
sujets de I"ulus de Churapchinsky appartiennent a la lignée H2, un individu porte la mutation
TAT-C mais n’appartient pas a H2 et le dernier appartient a 1’haplogroupe P. La présence
d’un seul haplotype, spécifique a la population yakoute, dans la région de Tattinsky est
responsable des distances plus importantes par rapport aux deux autres u/us qui présentent
tous deux des haplotypes n’appartenant pas uniquement a N3.

On peut voir dans cette distinction entre les u/us une différenciation entre clans yakoutes
fondés par des sujets appartenant a des lignées masculines différentes. En effet, la famille
¢largie, reliée par des ancétres masculins communs, occupait généralement des alas voisins
favorisant ainsi la prédominance de certaines lignées paternelles a 1’échelle micro-locale. Ce
découpage clanique du territoire en Yakoutie Centrale pourrait expliquer un isolement des
sujets de 'ulus de Tatta. Toutefois ce résultat contraste avec les rapports ayant établis que le
découpage administratif de la Yakoutie par les Russes ne suivait pas I’ancienne répartition des
terres suivant les différentes structures claniques ayant cours pendant la période médiévale
(LeBerre-Semenov, 2002). 11 faut également tenir compte du fait que la diversité des lignées
paternelles de I'ulus de Tattinsky pourrait étre plus importante mais en raison du nombre

réduit de sujets, elle se révele impossible a détecter dans notre échantillon.

La distinction géographique entre les différentes lignées maternelles semble plus difficile a
expliquer. En effet, la variét¢ des haplotypes mitochondriaux présents chez les Yakoutes
suggere que les migrants provenant des steppes du sud épousaient des femmes appartenant
aux populations autochtones. Les origines des lignées maternelles sont ainsi beaucoup plus

diverses dans la population yakoute, regroupant des sujets d’ascendance turco-mongole mais
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¢galement toungousse ou présentant des affinités avec des populations de Sibérie de 1’ouest et
du sud comme les Tuvas. Le fait que les lignées maternelles de 1’ul/us de Churapcha différent
légerement de celles des deux autres régions est par conséquent surprenant.

Une explication potentielle pourrait venir de la distribution des haplogroupes dans ces trois
régions. L’ulus Churapchinsky présente la fréquence plus importante de I’haplogroupe D et
en particulier D5 dans cette région, plus de 50% des lignées maternelles. Par ailleurs, la
comparaison avec les autres populations révele des différences significatives avec I’ensemble
des populations d’Asie Centrale et de Sibérie. En revanche, dans I'ulus de Tatta plus de 60%
des séquences appartiennent a 1’haplogroupe C et I'ulus de Khangalassky comprend un
mélange de ces deux haplogroupes. Ces deux groupes montrent des distances non
significatives avec les Bouriates, les Evenks et les Tuvas indiquant une mixité plus importante
des lignées maternelles.

L’ulus de Churapcha présente une concentration exceptionnelle d’alas. Ces vastes
dépressions dépourvues d’arbres ont certainement été mises a profit par les premiers arrivants
pour adapter 1’¢levage en Yakoutie Centrale. Par ailleurs, cet ulus est proche de la Lena que
I’on peut considérer comme la voie d’entrée préférentielle des migrants venus du sud. Il est
par conséquent possible qu’un groupe de migrants, accompagné d’un petit nombre de
femmes, se soit fixé dans cette région. La fréquence importante du sous haplogroupe D5 dans
la population Yakoute ainsi que la proportion réduite d’haplotypes partagés dans
I’haplogroupe D évoque en effet une expansion a partir d’'un nombre de sujets féminins réduit
probablement originaire de Bouriatie si on considere les résultats de Pakendorf et al. (2006).
La proportion plus importante de ces deux haplogroupes dans la région de Churapcha par
rapport aux deux autres ulus pourrait ainsi refléter la fixation de ces lignées maternelles
venant du sud ainsi qu’une assimilation plus réduite de femmes provenant des populations
locales. On peut ainsi émettre ’hypothése que les clans de 1’u/us de Churapcha auraient
moins eu recours a I’exogamie que les clans des autres régions en raison de la présence d’un
nombre plus important de femmes lors de leur migration. En revanche, pour les deux autres
ulus, et notamment Tattinsky, des mariages plus nombreux avec la population autochtones

auraient eu lieu.

234



V.2.1.9 Conclusions générales

Cette ¢tude a permis de mettre en évidence 1’existence de relations anciennes entre les
populations du nord de la Mongolie avec les peuples autochtones qui occupaient la Yakoutie
Centrale dés le TII™ siécle avant notre ére (cf figure 53). L’existence de contacts aussi
anciens n’avaient jusqu’alors jamais €té proposé€s. Les relations entre ces deux régions
auraient dépassé les simples échanges commerciaux et il est possible que, dés cette période,
de petits groupes de nomades se soient déplacés vers le nord, sans toutefois exporter leur
mode de vie. Cependant, il conviendra de confirmer ces résultats par une étude plus
approfondie de sujets datés de cette période provenant a la fois de Yakoutie Centrale mais
¢galement de la région du Baikal afin de valider si une expansion de tribus nomades durant la
période Xiongnu aurait pu conduire a la diffusion de ces lignées maternelles a la fois vers

I’ouest et le nord.

L’hypothése archéologique évoquant la migration des Kurykans depuis le Baikal semble
confirmée par les analyses réalisées sur les sujets anciens de la période médiévale. En effet, de
fortes affinités avec les régions des steppes du sud sont retrouvées, notamment avec les
Bouriates et d’autres populations vivant dans la région du lac Baikal (cf figure 53).

Considérant les données du chromosome Y, il semble quun nombre réduit de sujets aient
entrepris cette migration vers la Yakoutie Centrale. La diversité génétique tres réduite des
lignées paternelles, ainsi que leur stabilité depuis le XV sigcle et I’arrivée des premiers
migrants serait a mettre en relation avec la pérennité d’une classe sociale dominante. Les
individus appartenant a cette élite, guerriere dans les premiers temps puis devenue marchande,
auraient engendré une descendance plus importante que 1’on retrouve jusqu’a nos jours dans

la population yakoute.

Les lignées maternelles attestent également de cet effet fondateur par les fréquences et la
spécificité des haplotypes de 1’haplogroupe D et en particulier du sous haplogroupe D5. Un
nombre réduit de femmes originaires de la région péri-Baikale, aurait prit part aux premieres
migrations et leurs séquences se seraient transmises durant cing siécles jusqu’a nos jours.

Cependant, une plus grande variabilité est observée dans les lignées maternelles. Cette
différence entre des haplotypes du chromosome Y, exclusifs a la population yakoutes, et les

séquences mitochondriales dont certaines sont largement retrouvées dans les populations
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sibériennes pourrait s’expliquer, d’une part, par le régime patrilocal de la société yakoute.
D’autre part, du fait de mariages avec des femmes issues des populations toungousses qui se
retrouvent dans la correspondance des séquences anciennes avec des haplotypes retrouvés

aujourd’hui chez les Evenks (cf figure 53).

A I’exception de ces mariages, la population yakoute apparait extrémement stable au cours du
temps. A la fois pour les lignées paternelles et maternelles, la plupart des haplotypes sont en
effet retrouvés au cours des siécles depuis les prémices de la culture yakoute jusqu’a nos jours
et cela en dépit des influences culturelles différentes durant la période médiévale et des
déprises démographiques liées aux famines et autres épidémies survenues avec 1’arrivée des

iéme

colons russes au XVIII™™ siecle.

Cette homogénéité dans la structure génétique durant les époques précédant la colonisation
russe ainsi que chez les sujets appartenant a la période suivante montre que I’influence
génétique des colons fut limitée. En effet, nous n’avons pas mis en évidence la présence de
lignées paternelles d’ascendance russe et les haplotypes présents sont majoritairement
spécifiques des Yakoutes. De plus, les lignées maternelles d’origine ouest-eurasiatique
précedent les débuts de la colonisation et leurs fréquences sont similaires a celles rencontrées

dans nombre de populations autochtones impliquant une origine ancienne de ces lignées.

La qualité des données qu’il a été possible d’obtenir ainsi que les hypothéses originales qui
ont pu étre proposées concernant la formation et I’évolution de la population de Yakoutie
Centrale confirment la pertinence, dans 1’é¢tude des populations du passé, d’une approche
pluridisciplinaire incluant une analyse moléculaire. La poursuite des recherches dans cette
méme optique sur des sujets provenant de différentes régions permettra, sans doute, d’enrichir
les connaissances sur I’ethnogenéese yakoute et de préciser les modalités du peuplement de la

Sibérie Orientale.
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Figure 53 : Contacts entre populations et schémas de migration proposés.
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