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Afin d'obtenir de nouvelles informations sur le
contexte d’enfouissement de l'enfant néanderta-
lien nomme La Ferrassie 8, nous avons analysé des
restes indéterminés du locus ol le squelette
humain partiel a été découvert. Notre étude porte
sur 20 esquilles osseuses ou la présence d’ADN de
10 espéces, dont Néandertal, a été recherchée au
moyen de tests spécifiques d’amplification génique
(PCR en temps réel) de fragments du génome mitochondrial. Nous
montrons la préservation de 'ADN dans trois esquilles, identifiees
respectivement comme des restes de cerf élaphe (Cervus elaphus),
de renne (Rangifer tarandus) et de bison des steppes (Bison pris-
cus). La datation radiocarbone de ces esquilles donne des ages
compris entre 55 000 et 42 000 ans cal. BP. Ceci les situe dans le
méme horizon chronologique que d'autres restes animaux et un
reste néandertalien du méme secteur, alors que les sédiments du
méme niveau datés par OSL apparaissent plus anciens. Nos don-
nées confortent la notion que l'enfant a été déposé dans une fosse
creusée au sein d'une couche stérile dans laquelle des ossements
provenant de couches supérieures sont tombés au moment de la
préparation de la fosse ou de son remplissage.
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To gain new information on the burial context of the
La Ferrassie 8 Néandertal child, we studied uncha-

racterized bone remains originating from the locus
where the partial human skeleton was found. We
report here on the analysis of 20 bone splinters. Searching for mito-
chondrial DNA for 10 mammalian species, including Néandertal, we
performed real-time PCR analyses and demonstrated the presence
of red deer (Cervus elaphus), reindeer (Rangifer tarandus), or steppe
bison (Bison priscus) DNA in three bone samples. Radiocarbon
dating analysis of the samples that contained DNA yielded ages of
about 55,000 to 42,000 years cal. BP. These values are in line with
those previously obtained from a néandertal bone fragment and
other animal remains from the same sector, whereas older ages
have been reported for OSL-dated sediments from the same level.
This study therefore supports the contention that the Néandertal
child was laid in a pit dug into an archaeological sterile layer where
faunal remains from upper layers fell when the pit was prepared or
filled.

KEY-WORDS  Mousterian, archaeozoology, ancient
DNA, paleogenetics, Real-time PCR.

INTRODUCTION

'abri sous roche de La Ferrassie se situe au pied d'une
colline calcaire sur la commune de Savignac-de-Miremont
(Dordogne, France). Il a livré six squelettes néandertaliens
au début du 20¢ siécle (Capitan et Peyrony 1909, 1911, 1912 ;
Heim 1984 ; Maureille 2002), puis un dernier, celui d'un
enfant dénommé La Ferrassie 8 en 1970 et 1973 (Delporte
1984). La Ferrassie est ainsi un des gisements de référence
pour notre connaissance de la biologie et des
comportements des néandertaliens. Depuis 2011, un travail
de révision a été entrepris pour analyser plus finement
les collections, les archives et toutes les données
entreposées dans diverses institutions et compléter ces
données par des observations de terrain (Turg et al. 2012 ;
Gomez-Olivencia et al. 2015 ; Guérin et al. 2015 ; Becam et
al. 2019). Un intérét particulier a été porté sur le squelette
humain La Ferrassie 8 (LF8), découvert dans le carré 1des
fouilles effectuées de 1968 a 1973 sous la direction de
Henri Delporte (Delporte 1984). La majeure partie du
carré 1 a livré du sédiment stérile, seule une poche du
niveau M2 contenait des matériaux archéologiques, dont
les restes humains. Nous nommons cette poche
archéologique « locus LF8 » par la suite car elle ne corres-
pond qu’a une petite partie du carré 1.

Les nouvelles recherches sur LF8 et le locus dont il est issu
ont été conduites dans les collections du musée
d’Archéologie nationale et du Muséum national d'Histoire
naturelle, ainsi que dans les archives du musée de
'Homme et de l'Institut de paléontologie humaine, et
directement sur le gisement. La révision des collections
issues des fouilles Delporte a livré 47 nouveaux restes
osseux ou dentaires pour 'enfant LF8 (Gomez-Olivencia
et al. 2015). Concernant le locus lui-méme, les carnets de
fouilles révélent pour la couche M2 du carré 1un pendage
particulier dans la zone ou ont été trouves les restes
humains (LF8), fauniques et lithiques. L'age “C des restes
osseux de la couche M2 étudiés a ce jour est compris entre
38,6 et 49,1 ka cal.BP, et un fragment osseux néanderthalien
caractérisé par ZooMS et analyses génétiques (cf. infra) a
livré un age de 41,7-40,8 ka cal. BP. Les sédiments
provenant du méme horizon stratigraphique d'un carré
adjacent sont plus anciens ; leur dation par luminescence
optiquement stimulée (OSL) indique un age minimum de
60 + 7 ka (Balzeau et al. 2020). Un faisceau cohérent
d’'argument basés sur la stratigraphie, la taphonomie et
les datations a ainsi permis de proposer qu'une fosse a
été creusée pour l'enfouissement de LF8 (Balzeau et al.
2020). Les restes animaux situés a proximité de LF8
seraient tombés accidentellement au moment du
creusement ou du remplissage de la fosse et seraient
intrusifs dans une couche par ailleurs archéologiquement
stérile.

Les restes humains et animaux recensés pour le locus LF8
sont au nombre de 4 609 (Balzeau et al. 2020). Seule une
minorité bénéficie d’'une identification taxonomique
(humains : 191; animaux : 22), car l'essentiel du matériel
se présente sous forme d'esquilles impropres a la
détermination par anatomie comparée. Afin de combler
ce déficit d'information, des analyses par spectrométrie
de masse ont été réalisées sur 17 restes (Balzeau et al.
2020) au moyen de la méthode ZooMS (Buckley et al. 2009).
'avantage de cette méthode, basée sur l'analyse de
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peptides du collagéne I, est qu’elle est rapide et peu
onéreuse. La limitation est qu'elle permet une
identification au niveau du genre mais pas de l'espéce.
Ainsi, parmi les 17 restes du locus LF8 analysés par ZooMS,
l'un a été identifié comme humain mais des analyses
génétiques ont été nécessaires pour montrer qu'il s'agit
d’un fragment osseux néandertalien (Balzeau et al. 2020).
Pour les autres restes analysés par ZooMS avec succes, il
n'y a pas non plus de détermination au niveau de
'espéce ; ils ont été attribués a Bos/Bison (13 restes) ou
Ursus sp. (1 reste). Cet inventaire faunique ne recoupe pas
celui établi par 'analyse archéozoologique qui, outre les
grands bovinés (Bos/Bison, 9 restes) indique la présence
d’Equus ferus (7 restes) et de cervidés (6 restes) dans le
locus. Des analyses complémentaires des restes
indéterminés apparaissaient donc nécessaires.

Les analyses paléogénétiques, autrefois réalisées sur des
préléevements de plusieurs grammes (Krings et al. 1997),
sont maintenant effectuées sur des échantillons de
quelques dizaines de milligrammes. La méthode la plus
informative, livrant la séquence de génomes complets, est
le séquencage massif (Mafessoni et al. 2020), mais les
colts et linfrastructure associés la rendent peu
envisageable pour 'analyse systématique d'esquilles. Des
méthodes d'enrichissement ciblé (capture d’ADN) ont été
utilisés avec succés pour réduire le cout du séquencage
(Slon et al. 2017). Dans cette étude nous avons mis en
ceuvre une approche alternative, rapide et peu onéreuse,
basée sur l'utilisation de tests TagMan de PCR en temps
réel (Kutyavin et al. 2000). Cette approche, basée sur
l'utilisation d’amorces et d'une sonde spécifique, est
appropriée pour lidentification de 'ADN d’espéces dont
le génome est connu. Surtout, lutilisation de la
technologie TagMan-MGB augmente la spécificité de
'analyse par PCR et permet de détecter avec une
sensibilité élevée des fragments d’'une soixantaine de
nucléotides. Ceci est particulierement appréciable pour
'ADN ancien, qui se présente sous forme de courts
fragments. Nous avons précédemment utilisé avec succes
la PCR-TagMan sur des échantillons de difféerentes
périodes, du MIS2 au MIS5 (Utge et al. 2020). Pour la
présente étude, nous avons sélectionné 20 esquilles du
locus LF8 et les avons analysées au moyen de tests
TagMan pour 10 espéeces de mammiféres, dont Néandertal.
En complément des informations apportées sur
l'identification des espéces, nous avons daté les échan-
tillons dont nous avons pu caractériser 'ADN.

1| MATERIEL ET METHODES
12| Echantillons

LF8 a été déecouvert dans les années 1970, si bien que nous
ne pouvons faire aucun préléevement dans son contexte
archéologique d’origine. Pour des raisons de conservation,
nous avons choisi de ne pas utiliser d'os identifié comme
humain pour une datation directe. En effet, les os
conserves sont trés petits et fragiles. En conséquence, nous
avons di élaborer une stratégie avec différentes
méthodologies afin de collecter autant d'informations que
possible et contextualiser chronologiquement ce spécimen
et 'environnement archéologique qui 'entourait.

[128]

Des échantillons (fig. 1) ont été sélectionnés parmi les
matériaux, collectés au cours des campagnes 1970 et 1973,
pour lesquels nous disposons d'informations sur le
contexte spatial (fig.2). Tout le matériel collecté en 1970 a
été directement mis en sachet au moment des fouilles,
puis a été transporté au Musée d'Archéologie nationale
(Saint-Germain-en-Laye). Ce matériel n'a pas été révisé
avant 2013 (Gomez-Olivencia et al. 2015). Le matériel
identifié en 1973 n'a été qu’en partie révisé par la suite
avant nos propres travaux. Aucun des échantillons
analysés dans la présente étude n'a subi de traitement.

Sept spécimens des fouilles de 1970 ont été sélectionnés
(numérotés 14 a 20, tabl. 1). Ils proviennent d’'un méme
sachet, stocké au Musée d'Archéologie nationale, rempli
d’objets recueillis dans la couche M2 en partie est du
carré 1(fig.2). Le sachet a été rempli du 20 au 21 ao(t 1970.
Ces jours-1a, les restes humains n‘avaient pas encore été
reconnus. Seuls certains objets archéologiques,
principalement lithiques, étaient alors étiquetés et leurs
coordonnées enregistrées. Par conséquent, nous n'avons
pas la localisation précise des échantillons mais nous
savons qu'ils proviennent d’une surface trés limitée (30 cm
x 30 cm), et qu'ils étaient associés spatialement et
archéologiquement a LF8. Neuf restes fauniques
(numérotés de 5 a 13, tabl. 1), trouvés en 1973 prés du
squelette LF8 ont également été sélectionnés pour fournir
les informations les plus précises sur le contexte
archéozoologique. Ces restes de faune se trouvaient dans
une boite stockée a Paris au Muséum national d'Histoire
naturelle (Balzeau et al. 2020). Nous avons des
informations détaillées sur ces spécimens dans le cahier
trouvé au Musée d'Archéologie nationale. En 1973, les
fouilles ont été faites avec beaucoup plus d'attention
qu’en 1970, et la majorité des objets ont été coordonnés
et eétiquetés. Enfin, quatre échantillons ont été
sélectionnés dans un sac de sédiments résultant d'un
tamisage effectué dans le carré 1, couche M2 en 1973, donc
a proximité de l'enfant.

1.2 | Extraction de 'ADN

L'extraction d’ADN a été réalisée dans la salle blanche du
Musée de I'Homme a Paris (Utge et al. 2020) en suivant les
précautions d'usage pour 'ADN ancien, notamment le port
d'un masque et d'une combinaison intégrale, de gants
changés frequemment, l'utilisation de matériel stérile a
usage unique ou d’outils soigneusement lavés et stérilisés
aprés chaque manipulation.

Les débris adhérents aux échantillons ont été éliminés
par grattage au moyen d'un scalpel a usage unique. Un
prélévement a été effectué a partir du cortex au moyen
d'un second scalpel lorsque cela était possible, tandis que
la totalité du matériel était utilisé pour les os les plus
petits. L'échantillon récupéré pour l'extraction d’ADN a
ensuite été réduit en poudre au moyen du broyeur a billes
Retsch MM200 (Haan, Allemagne) réglé a une vitesse de
25 oscillations par seconde pendant 30 secondes. Selon
la quantité traitée, la poudre a ensuite été transférée dans
0,5a 1mldetampon (EDTA 250 mM, Tris-HCL 10 mM (pH 8),
N-lauryl sarkosine 0,2 %, protéinase K 200 pg/ml
(Walthman, Massachusetts, Etats-Unis)), et incubée une
nuit a 42°C dans un Thermomixer Eppendorf (Hambourg,
Allemagne) sous agitation constante (1200 oscillations
par minute). Uextraction d’ADN a ensuite été réalisée selon
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— FIGURE 1—

Photographie des échantillons analysés.

Photographs of the samples analysed.

Echantillon | Fouilles/ localisation | Masse (mg) | Masse extraction | Masse datation '4C
ADN (mg) (mg)

1 F73.1.M2 tamisage 130 54 -

2 F73.1.M2 tamisage 29 29 -

3 F73.1.M2 tamisage 68 68 -

4 F73.1.M2 tamisage 30 30 -

5 F73.1.M2.388% 25 25 -

6 F73.1.M2.387% 58 58 -

7 F73.1.M2.387% 121 54 -

8 F73.1.M2.387% 114 64 -

9 F73.1.M2.387% 213 61 -
10 F73.1.M2.5371 153 45 -
11 F73.1.M2.5371 180 71 106
12 F73.1.M2.3668 121 47 -
13 F73.1.M2.366% 126 47 -
14 F70.1.M2 302 26 -

15 F70.1.M2 485 54 -

16 F70.1.M2 442 31 -
17 F70.1.M2 342 33 -

18 F70.1.M2 428 56 150
19 F70.1.M2 240 51 182
20 F70.1.M2 338 50 -

— TABLEAU 1 —

Informations archéologiques, masse des échantillons et quantité utilisées pour
I'extraction d’ADN et la datation radiocarbone. La colonne 2 donne les informations
sur Lorigine des échantillons : le site (La Ferrassie, F), l'année des fouilles (1970
(70) 0u 1973 (73)), le carré de fouilles (1), le niveau (M2), suivis de lindication relative
au tamisage ou au numeéro de sachet (366 a 537). ° Pour ces échantillons, la fiche
de fouilles mentionne « amas de petits os ». 1 Pour ces échantillons, la fiche de
fouilles mentionne « ensemble tamisé ».

la méthode décrite par Utge et al. (2020). Briévement,
aprés incubation dans le tampon d’extraction, une cen-
trifugation (5 minutes, 5 000 g) a été réalisée, le sur-
nageant a été préleve et concentré sur une membrane de
dialyse Amicon de 0,5 ml présentant un seuil de sélection
de 30 kD (Millipore ; Burlington, Massachusetts, Etats-Unis),
la colonne a été rincée quatre fois avec 0,5 ml d'eau
distillée wultra pure (Thermo Fisher Scientific) et
'échantillon récupéré dans un volume de 50 pl. Une
purification supplémentaire a été réalisée au moyen d’'une
colonne de silice (MinElute PCR purification kit; Qiagen ;
Venlo, Pays-Bas) et I'échantillon a été élué de la colonne
avec 50 pl de Tris-HCL 10 mM (pH 8).

Archaeological data and amount of material used for DNA extraction and radio-
carbon dating. Column 2 provides the information relative to the origin of the
samples : the site (La Ferrassie, F), the excavation year (1970 (70) or 1973 (73)), the
excavated square (1), the archaeological layer (M2), the recovery through a sieving
process (tamisage) and, when available, the bag number (366 to 537). § The exca-
vation notebook indicates « pack of small bones ». The excavation notebook indi-
cates « sieved material ».

1.3 | Analyse de 'ADN par PCR en temps réel

La recherche d’ADN dans les échantillons a été réalisée
par PCR en temps réel en utilisant des sondes TagMan
MGB (Kutyavin et al. 2000) pour la détection de 'ADN
amplifié. Par rapport a une PCR conventionnelle, la
méthode TagMan présente une spécificité accrue car le
signal d'amplification est fourni par une sonde qui s’hy-
bride sur le fragment d’ADN amplifié. Ainsi, si les amorces
de PCR permettent 'amplification de fragments autres que
celui recherché, ces fragments indésirables ne permettent
pas 'hybridation de la sonde et il n'y a pas de signal
parasite. Les tests TagMan que nous avons utilisé

1129
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— FIGURE 2 —

Localisation dans le site de La Ferrassie du carré de fouilles qui a livré LF8 (carré 1
de Delporte) et disposition des objets archéologiques répertoriés au cours des
fouilles réalisées de 1968 a 1973. A - Localisation du carré 1 et stratigraphie (d'aprés
Laville et Tuffreau 1984) des couches supérieures du carré en projection frontale
sur une vue actuelle du site. B - Distribution des objets archéologiques issus du
carré 1. Les points rouges indiquent la localisation des objets collectés en 1970,
les points noirs celle des objets collectés en 1973, et le jaune indique [a position
des objets trouvés en 1970 et 1973 qui ont été analysés dans la présente étude.
Les objets collectés dans les niveaux archéologiques situés au-dessus de LF8
(couche M2) sont indiqués en violet (M1), en bleu clair (L2Bj) et en gris (L2B). La
partie supérieure de la figure 2B correspond aux axes XY (ouest-est et nord-sud)
et la partie inférieure aux axes XZ (ouest-est et profondeur d’enfouissement).

Location in the La Ferrassie site of the excavation square (Delporte square 1) that
yielded LF8 and distribution of archaeological objects recovered during the 1968-
1973 excavations. A - Location of square 1 and stratigraphy (from Laville and
Tuffreau 1984) of the frontal profile above the square as displayed on an actual
view of the site. B- Distribution of the archaeological objects in square 1. Red
points indicate location of objects found in 1970, black points indicate location
of objects found in 1973, and yellow areas show the location of objects from the
1970 and 1973 excavation campaigns that were analysed in the present study.
Objects originating from layers located above LF8 (layer M2) are in indicated in
purple (M1 layer), blue (L2BJ), and grey (L2B). Upper panel: XY projection (west-
east and north-south; lower panel: XZ projection (west-east and depth).
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permettent l'analyse de fragments du génome mitochon-
drial de 10 espéces (tabl.2). Ils ont été concus avec l'aide
du logiciel Primer express 3.0.1 (Thermo Fisher Scientific).
Les tests pour les espéces animales ont été validées sur
des extraits d’ADN ancien (Palacio et al. 2017 ; Utge et al.
2020 ; Le Guillou et al. 2021). Les performances du test
TagMan pour Néandertal ont été évaluées sur un oligonu-
cléotide de 78 bases synthétisé d'aprés la séquence de
référence du génome mitochondrial de Néandertal (Green
et al. 2008). Le test permet la détection de 10 copies du
fragment de génome néandertalien au bout de 37 cycles
de PCR (fig. 3).

Les PCR en temps réel ont été réalisées dans un volume
final de 20 pl contenant 10 ul de 2X TagMan fast advanced
master mix (Thermo Fisher Scientific), les amorces sens et
anti-sens (900 nM), la sonde TagMan (250 nM), et de l'eau
(blanc de PCR), un blanc d’extraction ou des quantités
variables (0,12 0,9 pl) de Uextrait d’ADN. Lamplification a
été effectuée dans l'appareil de PCR en temps réel CFX96
Touch (BioRad, Hercules, Californie, Etats-Unis), selon le
protocole suivant : 50°C, 2 minutes ; 95°C, 20 secondes ;
puis 40 cycles de PCR (95°C, 3 secondes ; 60°C,
30 secondes). Les données ont été analysées au moyen
du logiciel CFX Maestro de la société Biorad pour calculer
le cycle seuil (Cycle Threshold, ou Cy), qui correspond au
nombre de cycles de PCR a partir duquel le signal
fluorescent devient significativement différent de la ligne
de base.

1.4 | Sequencage de 'ADN

Pour s'assurer de l'identification correcte des espéces au
moyen des tests TagMan, les échantillons positifs ont été
analysés au moyen d'amorces ciblant un autre fragment
du génome mitochondrial (tabl.2) et 'ADN amplifié a été
analysé par séquencage. lamplification a été réalisée dans
un volume final de 50 pl contenant le tampon d'am-
plification (amorces 300 nM, dNTP 200 uM, MgCl, 2.5 mM,
5 pl de GeneAmp 10X PCR buffer I, et 2,5 U d’AmpliTaq Gold
DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific)), de l'eau (blanc
de PCR), un blanc d’extraction ou 0,3 pl de l'extrait d’ADN.
Aprés une étape d'activation de lenzyme (95°C,
10 minutes), 45 cycles de PCR (95°C, 15 secondes ; 53°C, 20
secondes ; 70°C, T minute) ont été réalisés sur un appareil
Veriti (Thermo Fisher Scientific). La totalité du volume de
chaque réaction de PCR a été déposée sur un gel de poly-
acrylamide coloré au Sybr Green | (Thermo Fisher
Scientific). Aucune amplification n'a été notée pour les
témoins négatifs (blanc de PCR, blanc d’extraction). Les
ADN amplifiés a partir des échantillons archéologiques
ont été ligaturés a des adaptateurs Illumina (San Diego,
Californie, Etats-Unis). Des banques de fragments ont été
générées en utilisant le kit Illumina TruSeq Nano DNA en
suivant les recommandations du fournisseur, a l'exception
de l'étape d’amplification qui était limitée a 5 cycles de
PCR. Une banque générée a partir du génome du bactério-
phage PhiX aété utilisée comme témoin pour s'assurer de
la bonne qualité du séquencage. Le séquencage a été
réalisé sur un séquenceur Illumina MiSeq de la plateforme
iGenSeq (Institut du cerveau-ICM, Hopital de la Pitié-
Salpétriére, Paris, France). Les lectures des brins d’ADN ont
été analysées au moyen des logiciels Fastx-Toolkit 0.013

TABLEAU 2

Amorces et sondes utilisées pour lana-

Application | Espéce Oligonucléotides Cible, taille (pb)
TagMan Bison priscus S, CGCTCGTCATCGTAGCTATCCT ND4, 64
AS, ATGAGAGCGGTTGCTCCTATG
Sonde, ATCCAAACACCTTGAAGTT
TagMan Bison S, CTACTAGTACTATTCGCACCCGA CYTB, 75
schoetensacki AS, AGGCGTGTTAAGTGGATTTGCT
Sonde, CCTCCTCGGAGACCCAG
TagMan Cervus elaphus S, CATGTAGGGCGAGGCCTGTA CYTB, 66
AS, AACTACTCCGATGTTTCACGTCTCT
Sonde, ACGGATCATATACTTTTC
TagMan Crocuta crocuta | S, TGGCGAGACATTATCCGAGAA COX3, 68
AS, CGCAGCCCCTTTTGTACAGT
Sonde, CACATTCCAGGGACACC
TagMan Homo S, TGTCATACATCAACTACAACTCCAAAGA Région de
neanderthalensis | AS, CAAGGGTGGGTAGGTTTGTTGATA controle, 72
Sonde, CCCTTACACCCACTAGG
TagMan Mammuthus S, CCAATCCACGATCCACAGAAG ND2, 59
primigenius AS, GGATGCTGTGGCTTGGGTTA
Sonde, CGCCACGAAATAC
TagMan Rangifer tarandus | S, TCACATCTGTCGAGACGTCAATT CYTB, 61
AS, TGCTCCGTTGGCATGTATGTA
Sonde, TGGCTGAATCATCCG
TagMan Ursus arctos S, AAACGAGAGGTGGCAGTGGTA COX1, 62
AS, GGGCATCCGTGTAGTCATTCA
Sonde, AACTCACCTCAACCAAC
TagMan Ursus spelaeus S, CCGTGCGATTAACCGCTAATA ATPG, 64
AS, GTAGCTCCCCCAATTAGATGGA
Sonde, TACTGCAGGTCATTTAC
TagMan Vulpes vulpes S, AACTATACCTGGCATCTGGTTCTTAC Région de
AS, GAGATGTCCCATTTGAGAGGATTAGT contrdle, 85
Sonde, CTCAGGGCCATTCTAC
PCR- Bison priscus S, CCAAACCCTTAAACTATCCCTC ND5, 74
séquence AS, CGAATAGTGCTACTGGGACA
PCR- Rangifer tarandus | S, ATCCGATACAATAACAGCATS CYTB, 65
séquence Cervus e/aphus AS, TTCAGCCATAATTGACGTCTS
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lyse des fragments d’ADN mitochon-
drial. Les sequences des amorces sens
(S), anti-sens (AS) et des sondes sont
données dans l'orientation 53 Les
sondes TagMan sont marquées a la 6-
carboxyfluoresceine (FAM). La colonne
de droite indique la région du génome
mitochondrial amplifiee avec les diffe-
rents couples d'amorces et [a taille en
paires de bases (pb) du fragment de
PCR. ¢ Cette amorce présente un aligne-
ment parfait sur le ggnome mitochon-
drial de réféerence de Rangifer
tarandus, et une substitution par
rapport a celui de Cervus elaphus.

Oligonucleotide primers and probes
used for mitochondrial DNA analysis.
The sequences of the forward primers
(S), reverse primers (AS) and DNA
probes (Sonde) are indicated in the 5
to 3" orientation. TagMan DNA probes
were labelled with 6-carboxyfluores-
cein (FAM). The right column indicates
the mitochondrial genome portion
analysed and the size in (base-pair) of
the PCR fragment.® This primer dis-
plays a perfect match with the Rangifer
tarandus mitochondrial genome refe-
rence sequence and a single substitu-
tion with the Cervus elaphus genome
sequence.
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(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/download.html) et
Cutadapt (version 2.7) (Martin 2011) pour éliminer les
adaptateurs ainsi que les lectures dont le score de qualité
était inférieur a 25 ou la longueur inférieure a 50 nucléotides.
Les lectures issues d'un méme échantillon ont été alignées
en utilisant le logiciel CodonCode Aligner v.8.0
(http://www.codoncode.com/aligner), et la représentation
graphique des séquences a été réalisée au moyen de
seqlLogo (Bembom 2019).

1.5 | Spectrométrie infrarouge a transforméee
de Fourier en mode ATR (ATR-FTIR)

Afin de tester la faisabilité des datations radiocarbone, le
contenu en collagéne des échantillons osseux a été évalué
par spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier en
mode ATR (Attenuated Total Reflexion) selon le protocole
établi par Lebon et al. (2016). Environ 0,5 mg de poudre a
été prélevée en utilisant une fraise diamantée, puis
analysée sur le plateau de spectrométrie infrarouge du
Musée de 'Homme sur un spectrométre Vertex-70 (Bruker ;
Billerica, Massachusetts, Etats-Unis) equipé d'un
accessoire ATR diamant Golden Gate (Specac ; Orpington,
Royaume Uni). Les spectres ATR ont été obtenus par
accumulation de 64 scans a la résolution de 4 cm™ sur la
gamme spectrale 4000-400 cm™. Le rapport des bandes
amide I (1710-1590 cm™) et v5 (PO,) (1110-940 cm™) a été
calculé a l'aide du logiciel OPUS (Bruker) et utilisé pour
estimer la quantité de collagéne préservé selon les
étalonnages reportés dans Lebon et al. (2016).

1.6 | Datation radiocarbone

Les échantillons ont été broyés avec un pilon dans un
mortier d'agate, tamisés, et la fraction de 0,3-0,7 mm de
dimension a été conservée pour l'analyse. Uextraction du
collagéne a été reéalisée sur le plateau technique de
datation radiocarbone du MNHN en utilisant de la
vaisselle de laboratoire préalablement brilée a 450°C
pendant 5 h. La poudre d'os (106-182 mg) a tout d'abord
été placée dans un bécher et immergée dans l'acide
(HCL 1 N) pendant 20 min sous agitation continue. La
solution a été filtrée sur une membrane d'ester de
cellulose mixte a pores de 5 um, puis rincée avec de l'eau

FIGURE 3

Détermination de la sensibilité et de la spécificité du test TagMan congu pour détecter
I'ADN de Neandertal. Des quantites croissantes d'oligonucléotides synthétiques cor-
respondant a un fragment de 78 nucléotides de la séquence de référence du genome
mitochondrial de Néandertal ou de la séquence orthologue du génome d'Homo
sapiens ont été analysées au moyen du test TagMan pour Néandertal. Noter que le
test permet la détection de 10 molécules d’ADN de Néandertal avec une linéarité de
réponse sur tout le domaine exploré (10 a7 290 molécules). Labsence de signal d'am-
plification (G; > 40 cycles) pour la plupart des quantités d’ADN d’Homo sapiens intro-
duites démontre la specificité de 'essai.

Evaluation of the sensitivity and of the specificity of the Neandertal TagMan PCR
assay. Known amounts of synthetic oligonucleotides corresponding to a 78 nucleo-
tide-long-fragment of the Néandertal reference mitochondrial genome sequence or
the orthologous portion of the reference Homo sapiens genome were analysed using
the TagMan Néandertal PCR assay. Note that the assay allows the detection of
10 copies of the néandertal sequence and the linear response of the assay throughout
the range explored (from 10 to 7.290 DNA molecules). The lack of amplification signal
(Cr> 40 cycles) for almost all tests carried out using Homo sapiens DNA demonstrates
the specificity of the assay.

MilliQ. Ensuite, le résidu insoluble dans l'acide a été
immergé dans une solution alcaline (NaOH 0,1 N) pendant
20 h. La solution a éteé filtrée a nouveau sur la membrane
en cellulose, rincée a l'eau MilliQ, et le résidu insoluble en
milieu alcalin a été immergé dans l'acide (HCL 0,01 N) et
gélatinisé a 100 °C pendant 17 h. La solution a ensuite été
filtréee sur membrane de cellulose et le collagéne
gélatinisé lyophilisé. La quantité de collagéne extrait a été
pesée pour déduire le rendement d’extraction. Environ
2,5 mg de collagéne a été pesé dans une capsule d'étain
ultra-légére, et brilé dans l'analyseur élémentaire (AE)
d’'un systéeme de graphitisation compact automatisé AGE
3 ainsi que des standards (acide oxalique I1) et des blancs
(anhydride phtalique et blanc collagéne maison, PCl4)
(Wacker et al. 2010). Les paramétres de controle de qualité
(%C, %N et rapports C/N) ont été mesurés dans U'AE avant
la graphitisation. Le CO, a ensuite été transféré dans l'unité
de graphitisation ou la réduction a été effectuée dans des
réacteurs en quartz, chacun contenant 5 mg de catalyseur
de fer. Afin de réduire le risque d'effets de mémoire dans
les réacteurs en graphite, un échantillon d’age similaire,
ou une aliquote du méme échantillon est briilé avant
chaque échantillon a dater. Les échantillons de graphite
ont ensuite été pressés. Les cibles de graphite ont été
datées a Saclay (France) a laide de 'AMS compact
ECHOMICADAS (Synal et al. 2007 ; Cersoy et al. 2017). La
réduction des données a été effectuée a l'aide du logiciel
BATS version 4.07 (Wacker et al. 2010). Les deux premiéres
séries de mesures ont été écartées pour tenir compte
d’une éventuelle contamination de la surface de la cible
par contact avec l'airambiant entre la graphitisation et la
mesure AMS. Les paramétres de mesure tels que le courant
12C et le courant 13CH ont été vérifiés. Des corrections de
temps et d’isobare ont été effectuées avant la validation.
La normalisation, la correction du fractionnement et les
corrections du bruit de fond ont été appliquées pour
chaque cycle individuel en mesurant 'étalon NIST d'acide
oxalique Il et les blancs d'anhydride phtalique. Les ages
calibrés (cal. BP) ont été déterminés en utilisant le logiciel
Oxcal v&4.4 (Bronk Ramsey 2009) et la courbe de calibration
IntCal20 pour 'hémisphére nord (Reimer et al. 2020).
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2 | RESULTATS

Les échantillons analysés (tabl. 1), issus des fouilles de 1970
et 1973, proviennent du niveau M2 du carré 1, ou les os de
'enfant néandertalien ont été trouveés. Pour les fouilles de
1973, le premier sachet comportant des os néandertaliens
portait le numeéro 295. Les sachets sélectionnés font donc
partie de la série comportant de tels restes. Un autre
élément notable trouve lors de ces fouilles est une corne
identifiée au niveau du genre (Bison) mais non de l'espéce
qui, selon Delporte (1984) aurait pu étre le bison des
steppes (Bison priscus) ou le bison des foréts (Bison
schoetensacki).

Chacun des 10 tests TagMan de PCR en temps réel a été
appliqué aux 20 échantillons de ['étude. Pour 17 échantillons,
aucun signal d'amplification n'a été obtenu. Pour trois
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d'une sépulture moustérienne (La Ferrassie 8, Dordogne, France)

échantillons en revanche, les tests PCR étaient positifs. Dans
chaque cas, une seule espéce était détectée, ce qui plaide
en faveur de la spécificité des signaux d'amplification.

La figure 4A montre les résultats de lanalyse de
'échantillon n°11 au moyen du test de PCR-TagMan pour
le cerf élaphe. Un signal d'amplification est détecté pour
la plus grande quantité d’extrait testée. Compte tenu de
la faible amplitude du signal, 'échantillon a été testé dans
deux autres expériences qui ont permis de confirmer par
PCR-TagMan la présence d’ADN de cerf dans 6 réplicas
d’analyse. Une validation supplémentaire des résultats a
été effectuée en analysant l'échantillon n° 11 au moyen
d’amorces suffisamment conservées pour amplifier 'ADN
de différents cervidés. L'analyse des séquences de 'ADN
obtenu au moyen de ces amorces (fig. 4B) montre qu'il
s'agit d’ADN de cerf élaphe, avec les endommagements
typiques (transitions C/T) attendus pour 'ADN ancien
(Hofreiter et al. 2001 ; Stiller et al. 2006).
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Détection d’ADN de cerf élaphe (Cervus elaphus) dans 'échantillon LF8-11. A -
Analyse par PCR en temps réel au moyen du test TagMan congu pour la recherche
d’ADN mitochondrial de cerf élaphe. La ligne noire horizontale indique la valeur
prise en compte pour déterminer le nombre de cycles (CT) permettant une ampli-
fication. Un signal d'amplification est obtenu pour la plus forte quantité d'extrait
introduite (0,9 pl). Témoins négatifs : blanc d’extraction et blanc de PCR. B -
Confirmation de l'espéce identifiée par analyse des séquences d’ADN (16 275 frag-
ments). Sur le panneau du haut, la hauteur de chaque lettre indique la fréquence
relative du nucléotide correspondant, et le nucléotide préedominant est placé en
position supérieure. Seule la séquence située entre les amorces de PCR est pré-
sentée. Le panneau du bas montre que la sequence consensus est identique a la
séquence de référence du génome mitochondrial de Cervus elaphus (GenBank :
NC_007704) et présente 2 a 3 substitutions par rapport aux fragments orthologues
de Rangifer tarandus (NC_007703), Capreolus capreolus (NC_020684) Dama dama
(NC_020700) et Megaloceros giganteus (AM182645). C et D - Photographies de
l'échantillon LF8-11. Echelle : 1cm.

Detection of red deer (Cervus elaphus) DNA in LF8-11 sample. A - Real-time PCR
analysis carried out using the TagMan assay for red deer mitochondrial DNA. The
horizontal black line indicates the threshold used for calculating CT values. Note
that a PCR signal is obtained using 0,9 ul of the DNA extract. Negative controls:
PCR blank and mock extract. B- DNA sequencing (16,275 DNA reads) confirms the
presence of red deer DNA in the sample. The upper panel displays the sequence
logo derived from DNA reads. At each position, the upper letter corresponds to
the predominant nucleotide. Only the sequence located between the PCR primers
is shown. The lower part of the figure shows that the DNA sequence derived from
LF8-11is identical to the mitochondrial genome reference sequence of Cervus ela-
phus (GenBank : NC_007704) and displays 2-3 substitutions with the orthologous
fragments of Rangifer tarandus (NC_007703), Capreolus capreolus (NC_020684),
Dama dama (NC_020700,) and Megaloceros giganteus (AM182645) mitochondrial
sequences. C and D - Photographs of the LF8-11 sample. Scale bar: 1 cm.
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Les figures 5A et 6A montrent les résultats des analyses
réalisées sur les échantillons n° 18 et 19 au moyen des
tests TagMan pour le renne et le bison des steppes res-
pectivement. Un signal d'amplification est obtenu pour les
deux plus grandes (renne) ou la plus grande (bison des
steppes) des quantités d’extraits utilisés. La encore, lam-
plification a été confirmée dans d'autres expériences sur
plusieurs réplicas d’analyse (4 pour chacune des deux
espéces). Enfin, lamplification au moyen d’autres amorces
permet de vérifier par séquencage la présence d’ADN de
renne dans l'échantillon n° 18 (fig. 5B) et de bison des
steppes dans l'échantillon n° 19 (fig. 6B).

Considérant que les analyses génétiques témoignent de
la préservation de la matiére organique dans les échan-
tillons n°® 11,18 et 19, ceux-ci ont été sélectionnés pour des
datations radiocarbone. Préalablement aux datations, des
analyses ATR-FTIR ont été effectuées pour obtenir une
information quantitative sur le collagéne présent dans les
trois échantillons. Les mesures ATR-FTIR indiquent une

bonne préservation du collagéne, avec des teneurs
comprises entre 5,0 et 9.4 % (tabl. 3). Ces valeurs sont
confirmées par la détermination du collagéne extrait,
compris entre 3,4 et 8,7 % de la masse osseuse. La pureté
du collagéne extrait est démontrée par le rapport C/N,
compris entre 3,2 et 3,3. Ces données se situent dans le
domaine des valeurs habituellement considérées (% de
collagéne > 1 %, C/N compris entre 2,9 et 3,6) pour entre-
prendre une datation radiocarbone (Van Klinken 1999 ;
Brock et al. 2010 ; Zazzo et al. 2019). Le tabl. 3 montre les
dates obtenues pour les trois échantillons. Lintervalle de
confiance associé a chaque mesure est éleveé du fait de
'ancienneté des échantillons, qui est proche de la limite
d'application de la méthode de datation par le 14C. Les
trois fragments osseux ont en effet tous des ages
supérieurs a 40 000 cal. BP, et 'échantillon de bison des
steppes est particulierement ancien.
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Détection d’ADN de renne (Rangifer tarandus) dans 'échantillon LF8-18. A - Analyse
par PCR en temps réel au moyen du test TagMan concu pour la recherche d’ADN
mitochondrial de renne. Un signal d'amplification est obtenu pour les plus fortes
quantités d'extrait introduites (0,3 et 0,9 pl). Téemoins négatifs : blanc d'extraction
et blanc de PCR. B - Confirmation de 'espéce identifiée par analyse des sequences
d’ADN (7 492 fragments). Sur le panneau du haut, la hauteur de chaque lettre indique
la frequence relative du nucléotide correspondant. Seule la séquence située entre
les amorces de PCR est présentée. Le panneau du bas montre que la sequence
consensus est identique a la sequence de référence du genome mitochondrial de
Rangifer tarandus et présente 2 a 5 substitutions par rapport aux fragments ortho-
logues de Cervus elaphus, Capreolus capreolus, Dama dama et Megaloceros gigan-
teus. C et D - Photographies de ['échantillon LF8-18. Echelle : 1 cm.

Detection of reindeer (Rangifer tarandus) DNA in LF8-18 sample. A - Real-time PCR
analysis carried out using the TagMan assay for reindeer mitochondrial DNA.
Amplification signals are obtained using 0,3 ul and 0,9 ul of the DNA extract.
Negative controls: PCR blank and mock extract. B- DNA sequencing (7,492 DNA
reads) confirms the presence of reindeer DNA in the sample. The upper panel dis-
plays the sequence logo derived from DNA reads. Only the sequence located bet-
ween the PCR primers is shown. The lower part of the figure shows that the DNA
sequence derived from LF8-18 is identical to the mitochondrial genome reference
sequence of Rangifer tarandus, and displays 2-5 substitutions with the orthologous
fragments of Cervus elaphus, Capreolus capreolus, Dama dama, and Megaloceros
giganteus mitochondrial sequences. C and D - Photographs of the LF8-18 sample.
Scale bar: 1cm.
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Détection d’ADN de bison des steppes (Bison priscus) dans 'échantillon LF8-19.
A - Analyse par PCR en temps reel au moyen du test TagMan concu pour la
recherche d’ADN mitochondrial de bison des steppes. Un signal d'amplification
significatif est obtenu pour la plus forte quantité d’extrait introduite (0,9 ul).
Temoins négatifs : blanc d'extraction et blanc de PCR. B - Confirmation de 'espéce
identifiée par analyse des séquences d’ADN (11163 fragments). Sur le panneau du
haut, la hauteur de chaque lettre indique la frequence relative du nucléotide cor-
respondant. Seule la séquence située entre les amorces de PCR est présentée. Le
panneau du bas montre que la sequence consensus est identique a la sequence
de référence du génome mitochondrial de Bison priscus (Genbank : NC_027233)
et présente 2 a 3 substitutions par rapport aux fragments orthologues de Bison
schoetensacki (NC_033873), Bison bonasus (NC_014044) et Bos primigenius
(NC_013996). C et D - Photographies de 'échantillon LF8-19. Echelle : 1 cm.

Detection of steppe bison (Bison priscus) DNA in LF8-19 sample. A - Real-time PCR
analysis carried out using the TagMan assay for steppe bison mitochondrial DNA.
Note that a PCR signal is obtained using 0,9 ul of the DNA extract. Negative
controls: PCR blank and mock extract. B- DNA sequencing (11,163 DNA reads)
confirms the presence of steppe bison DNA in the sample. The upper panel displays
the sequence logo derived from DNA reads. Only the sequence located between
the PCR primers is shown. The lower part of the figure shows that the DNA
sequence derived from LF8-19 is identical to the mitochondrial genome reference
sequence of Bison priscus (Genbank : NC_027233), and displays 2-3 substitutions
with the orthologous fragments of Bison schoetensacki (NC_033873), Bison bona-
sus (NC_014044), and Bos primigenius (NC_013996) mitochondrial sequences. C
and D - Photographs of the LF8-19 sample. Scale bar: 1 cm.

Echantillon | Espéce Muséum | EchoMicadas | ATR-FTIR Extraction %C %N C/N Age 1*C (BP) Age calibré (cal. BP)
D D llage (%)* collage (%)§
LF8-11 Cervus elaphus 20028 3497 5,0 3,4 35,4 12,8 3,24 40300 +1 500 46 888 - 42 092
LF8-18 Rangifer tarandus | 20029 3498 9,4 8,3 37,9 13,5 3,28 37900 +1 100 44 059 - 40 935
LF8-19 Bison priscus 20030 3499 7,2 8,7 30,0 10,6 3,31 44000 * 2 400 54991 -43 475
— TABLEAU 3 —

Datation radiocarbone des échantillons dont 'ADN a été analysé avec succes.
L'age radiocarbone est indiqué en années avant le présent (BP). L'age calibré (cal.
BP) avec un intervalle de confiance de 954 % (2 &) a été déterminé au moyen de
la courbe de calibration IntCal20 et du logiciel Oxcal v4.4. *: % de collagéne dans
l'échantillon déterminé par les analyses ATR-FTIR ; § : collagéne extrait, en % de
la masse de 'échantillon.

AMS radiocarbon dates for samples successfully analysed for DNA content. The
measured radiocarbon ages are indicated in years before present (BP). Calibrated
dates (cal. BP) were calculated using the IntCal20 calibration curve and are dis-
played with a 95.4% (2c) confidence interval. *: % collagen, as determined by ATR-
FTIR analyses; §: collagen extracted (% of the mass of each sample).
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3. DISCUSSION ET CONCLUSION

Grace a des recherches conduites d’abord dans les
collections du musée d'Archéologie nationale et du
Muséum national d'Histoire naturelle, puis dans les
archives du musée de I'Homme et de llnstitut de
paléontologie humaine, et directement sur le gisement, le
contexte archéologique de La Ferrassie 8 a pu étre mieux
compris, éclairant la distribution spatiale des restes
humains et des objets archéologiques issus des fouilles
effectuées de 1968 a 1973, puis en 2014. Ces investigations
ont conduit a des résultats inédits avec la découverte
d'une part de quarante-sept nouveaux fossiles humains
(Gomez-Olivencia et al. 2018) et 'obtention de données
chronologiques (datations 14C et OSL), protéomiques,
genétiques, et taphonomiques sur les restes osseux
humains et fauniques (Balzeau et al. 2020). Les résultats
obtenus ici complétent et consolident ces informations.

Considérant le nombre limité de restes osseux du locus LF8
que les critéres d'anatomie comparée ont permis
d’'identifier, des approches complémentaires apparaissaient
nécessaires pour caractériser ces restes. Dans une
précédente étude, l'analyse protéomique par ZooMS de
17 fragments osseux a fourni des informations sur 15 d’entre
eux, identifiant un reste humain, 13 restes de bovinés
(Bos/Bison) et un reste d'ours (Ursus sp.) (Balzeau et al.
2020). Le taux de succés est remarquablement élevé, mais
comme la résolution de l'analyse est insuffisante pour
identifier l'espéce, nous avons ici procédé directement a
des analyses génétiques. Les résultats de nos études par
PCR en temps réel et séquencage montrent la présence
d’ADN de cerf, de renne et de bison des steppes dans des
échantillons jusqu’a présent indéterminés.

Dans les échantillons anciens, 'ADN est sous forme de
fragments courts portant des modifications, principalement
des désaminations de cytosine, qui se traduisent par la
présence de substitution (C vers T) dans les lectures lors
du séquencage de 'ADN (Hofreiter et al. 2001 ; Stiller et al.
2006). Ces substitutions sont majoritairement localisées aux
extrémités, comme le montre le séquencage réalisé sur des
fragments d’ADN ligaturés a des adaptateurs pour la
construction de banques (Briggs et al. 2007). Dans 'ADN
directement issu d'une amplification par PCR (sans ligature
préalable a des adaptateurs), les extrémités des fragments
correspondent aux séquences des amorces et les subs-
titutions C/T sont donc moins aisément décelables. On en
repére néanmoins sur UADN amplifie¢ a partir de
l'échantillon n°11, ce qui garantit la présence d’ADN ancien
de cerf authentique dans cet échantillon. Dans les échan-
tillons 18 et 19, nos analyses par séquencage ne mettent
pas en évidence de substitutions de base, et la question
d’une contamination par de 'ADN actuel peut se poser. De
nombreux éléments montrent toutefois que des
contaminations ne peuvent expliquer nos résultats : 1)
'ADN a été amplifié avec succes a partir d'une minorité
d’échantillons (trois sur les vingt analysés) ; 2) pour chacun
des échantillons positifs, une seule des dix espéces
testées a été détectée ; 3) lorsque 'ADN d'une espéce a
été détectée, deux paires d'amorces ciblant des fragments
difféerents du génome mitochondrial ont été utilisées avec
succes ; 4) lancienneté des echantillons a eté confirmée
par la datation radiocarbone directe. Il est donc légitime
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de conclure que les échantillons 11, 18 et 19 correspondent
a des esquilles osseuses pléistocénes de cerf, de renne et
de bison, respectivement.

Dans le registre fossile du locus LF8, le renne était connu
par un reste identifié au moyen de 'anatomie comparée. Le
bison des steppes était fortement suspecté du fait du nom-
bre important d’échantillons dont la signature ZooMS était
Bos/Bison et de la découverte de plusieurs fragments dont
l'assemblage reconstitue une corne partielle de bison
(Balzeau et al. 2020). La présence de cerf est ici formellement
démontrée pour la premiére fois. Ces données fauniques
vont pouvoir étre intégrées aux autres archives du site sur
le paléoenvironnement.

Les dates 14C de cette étude sont comprises entre 44 000
+2 400 et 37 900 + 1100 BP, soit 55 000 a 41 000 ans cal.
BP environ. Elles sont donc dans le méme horizon
chronologique que les 16 dates obtenues précédemment
sur ossements animaux (Balzeau et al. 2020), dont les
valeurs étaient comprises entre 44 380 + 980 et 34 030 +
180 BP (49 100 a 38 600 cal. BP). Il est surtout frappant de
constater que les nouvelles dates, méme la plus ancienne
(LF8-19, Bison priscus), sont plus récentes que celles
obtenues sur des sédiments (60 000 + 7 000 ans) prélevés
dans le méme horizon stratigraphique que LF8 a partir
d’une section adjacente. Bien qu'il convienne de rester
prudent concernant des ages dont les valeurs sont
proches de la limite d'application de la méthode de
datation par le 14C, ceci conforte la conclusion que 'enfant
LF8 et les restes animaux avoisinants sont intrusifs dans
une couche sédimentaire plus ancienne. Des études
complémentaires sur les autres squelettes néandertaliens
de La Ferrassie, si elles peuvent étre entreprises, sont
souhaitables pour obtenir la méme quantité d'information
que celle désormais disponible pour LF8. Uapproche
multidisciplinaire devra aussi étre étendue a d'autres
squelettes et sites néandertaliens, afin de livrer des
données robustes pour mieux contextualiser les
informations a la fois au niveau du site et a l'échelle
régionale.
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