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ADN ancien et évolution humaine :
nouveaux outils, nouvelles perspectives

Etonnamment, I'histoire de 1« ADN
ancien » (noté parfois ADNa) est une
histoire qui a commencé il y a juste 35
ans. C'est en effet, en 1984, au balbutie-
ment de la biologie moléculaire, quune
équipe californienne (Higuchi et al,
1984) parvient a cloner un fragment
d’ADN d'un quagga, une sous-espece de
zebre éteinte a la fin du XIX® siecle. Cette
découverte revenait a dénicher alors
I'impensable : des reliquats « vivants »
(organiques) dans du non-vivant. Par
cette ressuscitation in vitro de l'infor-
mation génétique ancienne, la com-
munauté scientifique mesurait alors le
nouveau potentiel de cette découverte.
S'ouvraient ainsi les débuts de la paléo-
génétique, a la croisée de deux champs
disciplinaires : la paléontologie' et la
phylogénie moléculaire’. Les paléon-
tologues sont confrontés aux données
fossiles, souvent incompléetes et/ou
mal conservées. Lextrapolation dune
histoire évolutive est donc a ce niveau
complexe et conduit inexorablement a
la naissance de plusieurs hypotheses,
entre lesquelles il est souvent bien dif-
ficile de trancher. Quant a la phylogénie
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moléculaire, elle est jusqualors canton-
née a la comparaison d’especes actuelles
et les relations de parentés construites
souffrent d'un manque de profondeur,
de données ancestrales pour polariser
les relations entre les différents groupes.
Deux approches différentes donc, l'une
comparative, l'autre analytique, sur des
échelles de temps distinctes. Lenjeu de
la paléogénétique était clair : concilier
ces deux approches. II devenait alors
évident que nous pouvions franchir un
nouveau cap et étudier des séquences
humaines du passé, nous permettant
ainsi d’aborder l'évolution humaine par
un prisme différent. On allait pouvoir
se pencher sur des questions d’évolu-
tion au niveau des genes plutoét que de
se fier uniquement a la variation phé-
notypique, et ce, grace a la génétique
et aux nouveaux outils moléculaires
en émergence. Aujourd’hui, a partir
d’'ossements, de dents, de cheveux, de
restes organiques ou encore de sédi-
ments, il est possible de reconstituer
de I'ADN ancien, méme lorsqu’il a
subi des fragmentations ou des modi-
fications chimiques dues au temps
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ou a lenvironnement. La révolution
technologique que connait la biologie
moléculaire associée au progres bioin-
formatique nous permettent de rentrer
dans l'aire de la paléogénomique ot des
génomes dit « archaiques » sont révélés
et livrent leurs secrets, nous éclairant
sur l'histoire des communautés passées,
nous permettant daborder des problé-
matiques jusque-la non envisagées.
Dans les lignes qui suivent, nous
aborderons les challenges techniques

et méthodologiques qui ont conduit a
I'émergence de cette nouvelle discipline.
Nous passerons ensuite en revue les
grandes questions abordées par 1‘étude
de 'ADN ancien humain. Nous verrons
comment certaines promesses ont pu
étre concrétisées, alors que d’autres n‘ont
pas encore trouvé de réponse. Enfin,
nous esquisserons les perspectives en
abordant certaines des questions encore
ouvertes aujourd’hui.

Des prouesses méthodologiques aux biais
technologiques et vice-versa : naviguer

dans un monde fragile

L'histoire de la paléogénétique est
jalonnée de résultats quelques peu criti-
quables qui n‘ont pas manqué d’entourer
cette discipline d'un scepticisme géné-
ral. Mais c’est aussi un champ discipli-
naire qui fait réver et qui a tres vite été
médiatisé attirant ainsi le grand public
et offrant des scénarios de science-fic-
tion qui ont explosé sur grand écran (e.g.
avec le film Jurassic Park). UADN ancien
est souvent présent en petite quantité,
il est fragile, tres fragmenté et la conta-
mination avec de 'ADN moderne est
courante. Dans ce contexte, obtenir
« le vrai » devient un vrai challenge
contraint par les progres méthodolo-
giques et technologiques. Dans les cel-
lules vivantes, il existe des mécanismes
de réparation de 'ADN qui n'existent
plus apres la mort. A ce moment-la
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les dommages subis par I'ADN s‘accu-
mulent conduisant a des mutations, des
coupures de brins d’ADN et la perte de
certaines bases. Ces facteurs de dégra-
dation (oxydation et hydrolyse) sont
influencés par des variables environ-
nementales (pH, températures...) qui
accélerent ou au contraire ralentissent
la dégradation de 'ADN. Les glaces, les
tourbieres ou les déserts chauds sont des
environnements favorables. Ces envi-
ronnements peuvent, dans certains cas,
garder en leur sein des restes anciens
momifiés sur lesquels il est possible
d’extraire de I'ADN a partir de tissus
« mous » Mais la momification peut
également étre artificielle, liée a l'action
de 'Homme (pratiques funéraires, taxi-
dermie).
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Les premieres données d’ADN ancien
sur la lignée humaine sont issues de
tissus d'une momie égyptienne datant
d’environ 2400 ans (Pddbo, 1985). Une
véritable révolution qui a tres vite sus-
cité l'intérét de toute la communauté
scientifique mais également du grand
public. Or, ces premiéres séquences
d’ADN ancien humain se sont avérées
étre par la suite une contamination
avec de I’ADN actuel liée notamment a
l'utilisation du clonage moléculaire par
transformation bactérienne’, technique
nécessitant un matériel de départ de
trés bonne qualité. Nous sommes a cette
époque aux balbutiements de la PCR*
qui n'est pas encore utilisée en routine.
Mais l'enthousiasme provoqué par ces
études d’ADNa va tres vite conduire
les chercheurs a utiliser cette nouvelle
méthode damplification (qui permet
de détecter des quantités négligeables
d’ADN) et qui deviendra l'outil de prédi-
lection des paléogénéticiens. Cependant,
trés vite 1a encore, les premiers biais sont
identifiés. En effet, si elle est utilisée
sans précautions particulieres, la PCR
peut donner des résultats trompeurs,
et dans le cas d’ADN trés fragmenté
I'amplification enzymatique peut pro-
duire des chimeres. Ainsi, plus qu'une
prouesse technologique c’est toute une
démarche méthodologique qui a été
mise en place pour l'étude d’ADNa ou
l'analyse de séquences d’ADN est en
fait le dernier maillon. Une méthodolo-
gie de laboratoire précise sera mise en
place pour 'ADNa et améliorée au fil
du temps afin de limiter les contami-
nations a priori et a posteriori. Mais en
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paralléle de ces progres « de cuisine »,
il fallait pouvoir se détacher des tissus
momifiés. En effet, ce matériel reste
rare et est souvent géographiquement et
temporellement circonscrit. Une étape
trés importante de la discipline a été
de réussir des amplifications d’ADNa a
partir de restes archéologiques « durs »
(0os, dents...) ouvrant des dimensions
géographiques et temporelles beaucoup
plus importantes.

La recherche sur I'ADN ancien est
maintenant arrivée a maturité avec des
procédures réplicables et rigoureuses.
En 2010, c’est-a-dire une décennie apres
la caractérisation du génome humain
de référence, la premiere séquence du
génome humain ancien a été publiée.
Avec le débit massif des plateformes
dites de séquencage nouvelle généra-
tion (NGS°) les génomes s‘enchainent
(figure 1).

Le premier génome humain ancien a
été séquencé avec une couverture élevée
(20 X5) en 2010 a partir d'un bulbe capil-
laire d'un Eskimo groenlandais vieux
d’environ 4000 ans (Rasmussen et al.,
2010). Jusqu'a cette époque, il était géné-
ralement admis quaucune séquence
d’ADN fiable ne pouvait étre extraite
de restes humains anatomiquement
modernes en raison de problemes de
contamination. Pourtant, aujourd’hui,
plus de 500 génomes humains anciens
ont été analysés y compris les indivi-
dus du Paléolithique supérieur (exemple
dans Fu et al., 2014), des Amérindiens
préhistoriques et historiques (exemple
dans Rasmussen et al., 2014), des chas-
seurs-cueilleurs du  Mésolithiques
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Figure 1. Trente-cinq ans de recherche en ADNa : quelques étapes clefs dans l'étude
de I'évolution humaine.
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(exemple dans Lazaridis et al., 2014), des
chasseur-cueilleurs et fermiers du Néo-
lithiques (exemple dans Gamba et al.,
2012), des Eurasiens de l'age de bronze
(exemple dans Cassidy et al., 2016), des
échantillons historiques (exemple dans
Schiffels et al., 2016).

En parallele de ces génomes
d’'Hommes anatomiquement moderne,
la premiere ébauche du génome Néan-
dertal a été publiée en 2010, ouvrant
la génomique a l'étude des homininés
archaiques (Green et al., 2010). Peu de
temps apres, une nouvelle espece, tota-
lement inconnue des anthropologues, a
été découverte sur la base de la signa-
ture génétique divergente a partir de l'os
d'une phalange : « 'Homme de Deni-
sova » du nom de la grotte ou le petit
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>
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fragment osseux a été excavé (Reich
et al., 2010). Depuis lors, des génomes
de haute qualité provenant a la fois de
Néandertaliens et de dénisoviens ont été
générés ainsi que des génomes encore
provisoires d’autres individus néander-
taliens.

Outre les défis méthodologiques et
technologiques l'analyse de ces génomes
nous renseigne sur les origines et la
composition génétique de notre propre
espece, et produit des preuves dun
mélange ancien entre différentes lignées
d’hominidés. Chaque nouveau génome
ancien apporte sa pierre a I'édifice dans
la compréhension de la diversité géné-
tique humaine comme nous l'illustrons
dans les paragraphes suivants.

Peuplements holocénes : expansions et (dis)continuité

génétique

Alors que les grandes tendances de la
diversité génétique actuelle en dehors
de I'Afrique ont été formées par le gou-
lot d'étranglement hors d’Afrique et
la divergence qui s'est ensuivie, une
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grande partie de la structure déchelle
plus fine est le résultat de mouvements
de population relativement récents.
Dans de nombreux cas, 'TADN ancien
permet de résoudre des questions sur
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les processus historiques qui fagonnent
la structure génétique des populations
et qui ne pourraient pas étre résolues
par les seuls génomes actuels. Dans
cette section, nous passons en revue
les résultats récents obtenus dans dif-
férentes parties du monde et discutons
de ce que 'ADN ancien nous a appris en
général sur les processus qui ont formé
la diversité génétique actuelle.

Les masses continentales Eurasiatique
et Américaines rassemblent l'essentiel
des études de paléogénétique, notam-
ment parce qu'elles s'étendent au-dela
des latitudes tempérées, offrant de
meilleures conditions taphonomiques.
Les grandes problématiques abordées
concernent l'expansion des premiers
agriculteurs en Méditerranée et dans le
bassin du Danube, les expansions post-
glaciaires scandinaves, les mouvements
steppiques de 1’Age du Bronze, l'intro-
duction de l'agriculture au Japon et les
mouvements des premiers amérindiens
arctiques. Conjointement a la séquence
spatio-temporelle de ces peuplements,
les travaux permettent de faire le point
sur le devenir des patrimoines géné-
tiques de ces populations mésolithiques
et néolithiques. Les données de I'ADN
ancien de restes Aurignaciens de Rus-
sie (Kostenki 14, 37 000 ans) d’Europe
de 'Ouest (Goyet 116.1, 35 000 ans) et
du Néolithique (La Brana 1, 7000 ans)
ont révélé qu'une lignée génétique mas-
culine aujourd’hui disparue en Europe
est observée a I'Est de I'Oural, signifiant
pour I'Europe que le patrimoine géné-
tique des populations pré-néolithiques
de chasseurs-cueilleurs a disparu. De
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la méme fagon, les résultats de l'étude
de restes néolithiques et de 1'Age des
Métaux, entre 5000 et 3000 ans avant
notre eére, montrent une tendance simi-
laire a larrivée du Néolithique en
Europe, avec a nouveau un remplace-
ment démique et culturel des popu-
lations déja établies. La discontinuité
génétique a la transition de périodes
culturelles majeures n'est pas une géné-
ralité. Pour les régions aux voies d‘acces
étroites, comme le continent américain,
I'étude diachronique de son peuple-
ment, notamment par l'exploration des
systemes de groupes sanguins, montre
au contraire une continuité des patri-
moines génétiques entre les périodes
anciennes (10000 ans avant notre ere) et
l'actuel (exemple sur le systeme ABO).
Récemment, I’Anthropologie est parve-
nue a descendre sous le 40° parallele et a
explorer pour la premiere fois les patri-
moines génétiques anciens d’Afrique
(Sud et Est uniquement). Ces régions
sont les destinations terminales des
grands mouvements linguistiques et
d'un mode de vie pastoral et agricultu-
ral survenus a l'aube de notre ére, dont
le plus connu est I'expansion Bantu.

Les grandes lignes de Ihistoire
humaine ne sont pas tres différentes
de ce que Cavalli-Sforza a pu deviner
sur la base dautres marqueurs (tels
que les groupes sanguins, les protéines
et enzymes du sang). Cependant, des
modeles de plus en plus détaillés de
remplacement, de migration et de métis-
sage, qui étaient auparavant invisibles
pour les chercheurs, émergent dans
les régions ot 'ADN est disponible en
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abondance. Nous savons maintenant
que les populations actuelles sont issues
d'une histoire complexe de mélanges et
de mouvements de populations. Bien
que la continuité génétique locale sur
de longues périodes ait été documentée

dans quelques cas, ceux-ci sont excep-
tionnels. La regle générale est que les
ancétres des populations d’aujourd’hui
ont vécu ailleurs ou ont été totalement
remplacés (Skoglund & Mathieson,
2018).

Les génes, comme les corps, se sont entrelacés
(variation fonctionnelle, phénotypes et sélection)

Létude directe de 'ADN peut porter
sur différents types de marqueurs : les
marqueurs nucléaires diploides bipa-
rentaux et les marqueurs haploides
uni-parentaux. Les premiers sont por-
tés par les 22 paires d’autosomes et la
paire de chromosomes X chez la femme,
ils représentent 50 % de la contribution
paternelle et 50 % de la contribution
maternelle. Les seconds sont portés par
I’ADN des mitochondries — transmis
que par la mere-et le chromosome Y,
typiquement masculin. Ils échappent
a tout processus de recombinaison et
les seules variations possibles sont les
mutations qui s'accumulent sur le méme
segment ADN sans jamais étre séparées
d'une génération a l'autre. Ce maintien
groupé des mutations qui saccumulent
de génération en génération permet
alors une construction phylogénétique
de ces différents marqueurs. TADN
mitochondrial a la particularité d’étre
présent en milliers d'exemplaires par
cellule, ce qui en fait un marqueur de
choix pour 1étude de 'ADN des restes
anciens. Le premier défi de 1étude de
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I’ADN ancien consistait donc a parvenir
a amplifier '’ADN nucléaire autosomal,
plus rare par cellule mais détenant l'es-
sentiel du patrimoine génétique. Dans
I'histoire de 1étude de ’ADN ancien, ce
n'est qu’a partir de 2010 que les travaux
génétiques sur l'ancien basculerent plei-
nement de 'ADN mitochondrial a 'TADN
autosomal. C'est I'ensemble des régions
fonctionnelles qui devient désormais
accessible et ainsi la possibilité de savoir
a quoi ressemblaient nos ancétres et
I'histoire des genes qui nous consti-
tuent aujourd’hui. Et s'il n’y a pas d'os ?
Pas de probleme : I’ADN laissé dans le
sédiment des grottes peut révéler une
ancienne occupation humaine (Slon
et al., 2017). Bien qu'il ait déja été démon-
tré que 'Homme de Neandertal a contri-
bué a 'ADN des humains modernes,
I'étude diachronique des populations
Néandertalienne et Dénisovienne a
révélé une diversité génétique élevée au
sein de ces populations archaiques, avec
un changement majeur de populations
chez ceux du Caucase et d’Europe par
rapport aux populations de Sibérie, ainsi
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quun flux de genes unidirectionnel, de
Neandertal a 'Homme moderne et pas
l'inverse. Cette contribution des espéces
archaiques au patrimoine génétique
humain actuel concerne notamment des
régions fonctionnelles, et celles-ci dif-
ferent d'une population a l'autre.

Il semble que le métissage Neander-
tal/Homme moderne ait été bénéfique
pour conquérir les territoires en dehors
de l'Afrique et s'adapter aux environ-
nements peu familiers de 1'Eurasie. Un
exemple de cela est une région ADN
partagée avec le génome de 'Homme
de Denisova, a haute fréquence chez les
Tibétains d’aujourd’hui, et qui semble
étre une adaptation a la vie a haute
altitude, mais le rdle de cette région
ADN dans la physiologie de Denisova
n'est pas clair. Des signes de mélange
archaique adaptatif ont également été
trouvés dans les populations Euro-
péennes, si bien que 'ADN ancien a
contribué directement a notre com-
préhension des origines des variations
phénotypiques suivantes systeme
immunitaire, métabolisme (persistance
de la lactase), structure et pigmentation
de la peau, des yeux et des cheveux.
On ignore cependant si l'ascendance
archaique contribue aux différences
systématiques entre les populations
actuelles. Les proportions dascen-
dance néandertalienne ne varient que
d'une petite quantité au sein de 1'Eura-
sie (~ 2 - 2,5 %), et cette ascendance
provient probablement de la méme
population  néandertalienne,  mais
les plus grandes différences d‘ascen-
dance archaique entre les populations
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africaines, eurasiennes et océaniennes
d’aujourd’hui pourraient expliquer une
plus grande proportion de différences
phénotypiques. Nous avertissons tou-
tefois que ces différences dans l'ascen-
dance archaique sont confondues avec la
différenciation génétique non archaique,
de sorte qu'il sera difficile de concevoir
des études pour résoudre cette question.

De la méme maniere que I'ADN
ancien a significativement contribué a
expliquer lorigine de la variabilité en
termes de processus historiques, 'ADN
ancien devrait également nous per-
mettre d'éclairer la base génétique de
la diversité phénotypique humaine. En
particulier, 'ADN ancien devrait étre
précieux pour quantifier la contribu-
tion de la sélection naturelle a la varia-
tion phénotypique, puisqu’il fournit
des données directes sur Iévolution. La
sélection naturelle historique laisse des
modeles détectables dans les génomes
actuels, mais ces signatures peuvent
étre difficiles a interpréter et peuvent
étre imitées par des processus neutres.
LADN ancien nous permet de détecter
directement les changements rapides
dans les fréquences des alleles au fil
du temps - les résultats immédiats de
la sélection. Enfin, létude comparée
des génomes actuels, Neandertalien et
Denisovien, révele qu'il aurait existé une
sous-espece de sapiens ancestrale a ces
trois populations, a partir de laquelle
Denisova se serait différencié il y a un
peu plus de 900 000 ans et dont I'héri-
tage est estimé entre 0,5 et 8 % de 'ADN
de 'Homme de Denisova (Prufer et al.,
2014). Ce résultat est frappant car c'est
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la premiére fois que la génétique met au
jour l'existence d'un « corps » avant l'ar-
chéologie ; habituellement la pipette du

Perspectives

Méthodologiques : les environnements
favorables a la préservation de 'ADN
(tourbieres, permafrosts...) regroupent
des conditions tres exceptionnelles.
Cependant, la plupart des restes archéo-
logiques et paléontologiques sont issus
de gisements qui ne présentent pas ces
caractéristiques remarquables. Lenjeu
actuel est donc d’essayer de cerner les
relations « ADN-environnement » afin
de mieux appréhender les processus
de dégradation en fonction du milieu
d’échantillonnage. C'est donc un véri-
table travail de taphonomie moléculaire
qui est actuellement a engager.

Spatiale : descendre en latitude, explo-
rer 'Afrique sub-saharienne ancienne.
La découverte génomique est ana-
logue a l'age de la découverte géogra-
phique débridée par les Européens des
XVI¢ et XVII® siecles. Presque tous les
génomes nucléaires anciens offrent de
nouvelles perspectives sur Ihistoire
humaine et ouvrent de nouveaux hori-
zons de recherche anthropologiques. Si
les régions tempérées et arctiques ont
délivré beaucoup plus de séquences
génétiques anciennes, en partie parce
qu'elles sont plus favorables a la préser-
vation des corps et qu'elles ont été plus
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généticien intervient apres la truelle de
l'archéologue.

intensément échantillonnées, l'extrac-
tion récente des génomes anciens des
Monts Zagros (Iran, 35° N), de la grotte
de Mota (Ethiopie, 11°N), d’Afrique
du Sud et de I'Est en général (3-32° S)
montre quil est possible d'outrepasser
le 30° parallele et de pénétrer dans la
frange inter-tropicale, zone de la plus
grande diversité de biotope, biocénose,
pathocénose et de variabilité génétique
humaine, siege de l'origine de 'Homme
anatomiquement moderne.

Temporelle : descendre le temps, de la
préhistoire a l’histoire. ADN ancien
de I'époque historique est encore rela-
tivement rare, en partie parce qu’il est
plus difficile dévaluer la contamination
des individus daujourd’hui. Cepen-
dant, un nombre croissant détudes
ont commencé a aborder ces périodes,
y compris des études sur les change-
ments dans lascendance en Grande-
Bretagne pendant les périodes romaine
et anglo-saxonne, le peuplement des
iles Canaries, la réduction dramatique
de la population amérindienne qui a
suivi les contacts européens, ou encore
la localisation grace a la génétique du
lieu d'origine des esclaves africains dans
les Caraibes. Mais l'utilisation de l'outil
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génétique fait son apparition dans des
contextes encore plus récents. Nous cite-
rons l'identification de soldats disparus
de la grande guerre, ou encore l'identi-
fication d'un éleve pilote allemand de
la seconde guerre mondiale (Costedoat
et al., 2019).

Lanalyse de ces données archéo-
contemporaines exigera que les géné-
ticiens s'engagent avec les historiens,
comme ils l'ont déja fait avec les anthro-
pologues et les archéologues pour
interpréter les données d'individus
plus anciens. Enfin, alors que l'analyse
de 'ADN ancien a été historiquement
concentrée dans les laboratoires euro-
péens et nord-américains, l'expansion
des études de I'ADN ancien a d’autres
parties du monde - et a des périodes
plus récentes - implique a la fois une
opportunité et une obligation de déve-
lopper plus largement les capacités
d’analyse.
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Notes

1 Discipline scientifique qui étudie les
restes fossiles des étres vivants du passé et les
implications évolutives ressortant de l'étude de
ces restes.

2 Ftude de I'histoire évolutive des orga-
nismes vivants par létablissement de leurs
liens de parenté (phylogénie), et ce a partir de
séquences de macromolécules biologiques tel
que I’ADN.

3 Le principe du clonage moléculaire par
transformation bactérienne consiste a multiplier
un fragment d’ADN par lintermédiaire dun
micro-organisme (souvent la bactérie E. coli).

4 Polymerase Chain Reaction (ou réaction de
polymérisation en chaines) est une méthode de
biologie moléculaire d’amplification génique in
vitro. Elle permet de dupliquer en grand nombre
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une séquence d’ADN ou d’ARN connue, a partir
d’une faible quantité d’acide nucléique.

5 Les NGS ne fournissent pas la séquence
complete d'un génome, mais seulement un tres
grand nombre de courtes séquences issues de ce
méme génome (appelés « reads »). On obtient un
grand nombre de reads qui vont recouvrir plus
ou moins les différentes bases du génome. Cette
couverture génomique est symbolisée par X et
est généralement de l'ordre de quelques dizaines.
Un séquencage a 10x contient dong, en moyenne,
10 fois chaque paire de bases du génome, plus
le X est grand, meilleure est la résolution du
séquengage. Les reads obtenus se chevauchent
partiellement et il faut donc ensuite reconstruire
le puzzle a partir de ces chevauchements, pour
obtenir le génome initial.
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