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INTRODUCTION

L’Homme moderne, comme toute autre espece, a évolué au cours du temps en étroite
relation avec son environnement. Sa plasticité, a la fois biologique et culturelle, lui a permis
de coloniser la majorité de la planéte. Durant cette conquéte, les populations humaines ont
rencontré des milieux climatiques extrémes, se sont exposées a de nouveaux pathogenes et ont
appris a tirer leur énergie de sources alimentaires variées. Elles ont également subi une forte
croissance démographique et se sont structurées en unités culturelles distinctes, évoluant alors
avec différents niveaux d’interactions entre elles. Des barricres a la reproduction complexes,
de nature géographique, linguistique, religieuse, ou encore politique, se sont établies, a la fois
a Dl’intérieur des populations et entre elles. Diverses évolutions culturelles, comme par
exemple la sédentarisation et la pratique de I’agriculture, ont permis de s’affranchir de
certaines pressions environnementales, mais ont également été sources de nouvelles
contraintes (notamment alimentaires et infectieuses). Ces changements se sont déroulés sur
une courte période aux yeux de 1’évolution, I’Homme moderne ayant migré hors d’Afrique
pour coloniser les autres continents il y a seulement 60 000 - 40 000 ans (pour une revue, voir
Trinkaus, 2005). L’influence de ces événements sur la diversité biologique humaine
(notamment la diversité génétique, morphologique et physiologique) suscite de multiples

interrogations.

De nombreuses disciplines s’intéressent ainsi depuis longtemps a I’histoire évolutive
humaine, dont notamment I’anthropologie qui, au sens large, étudie les variations biologiques
et culturelles entre groupes humains. L’anthropologie fait elle-méme appel a de nombreuses
disciplines, dont la paléontologie (étude des restes fossiles), I’archéologie (étude des vestiges
matériels), 1’ethnologie (étude des caractéres sociaux et culturels), la médecine, la
linguistique, ou encore la primatologie. Plus récemment, de nouvelles disciplines sont venues
enrichir nos connaissances, comme la génétique évolutive, et plus précisément la génétique
des populations (étude des forces qui influencent la diversité génétique des populations). Ces
nouvelles données, qu’il s’agisse initialement de données de polymorphismes génétiques
acquises dans les années 1960 (Cavalli-Sforza, 1966), ou de projets a grande envergure
d’étude de la diversité génétique mondiale comme le projet HapMap (International HapMap
Consortium, 2003, International HapMap Consortium, 2005, International HapMap
Consortium et al., 2007), en passant par la publication de la séquence complete du génome

humain dans les années 2000 (Lander et al., 2001, Venter et al., 2001), ont permis d’apporter
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un nouveau point de vue sur I’histoire évolutive de ’Homme moderne (Cavalli-Sforza et al.,
1988, Harpending & Rogers, 2000, Goldstein & Chikhi, 2002, Cavalli-Sforza & Feldman,
2003, Beaumont, 2004, Rosenberg et al., 2005, Li et al., 2008). En effet, la diversité
génétique est fortement influencée par 1’histoire démographique des especes (fluctuation de la
taille des populations, intensité des migrations entre populations, etc.), ainsi que par les
contraintes du milieu (avantage de certaines mutations dans certains environnements). Elle
offre donc une source d’informations précieuses pour étudier le passé évolutif des populations
humaines. De plus, depuis peu, cette discipline a rassemblé suffisamment d’outils
moléculaires, statistiques et informatiques pour pouvoir réellement avancer dans la
compréhension de I’histoire évolutive humaine, qui suscite toujours autant d’intérét, de la part
des scientifiques comme des non scientifiques. S’interroger sur ces questions de recherche
présente finalement non seulement un intérét d’ordre théorique, pour comprendre quelles
forces majeures gouvernent 1’évolution humaine en général, mais également d’ordre médical,
puisque les sciences de I’évolution permettent d’appréhender la question des différences de
problémes de santé entre populations (médecine évolutive ou darwinienne, voir Nesse &
Williams, 1996, Stearns & Koella, 2007), ainsi que d’ordre sociétal, car la connaissance des
points communs entre tous les Hommes, et de la diversité qui fait de chacun de nous un étre

unique suscite le plus souvent un vif intérét de la part du grand public.

I. La génétique des populations comme outil pour appréhender le passé

L’objectif de la génétique des populations est de comprendre et d’interpréter le rdle
relatif des forces évolutives qui fagonnent notre diversité génétique. Cette discipline
s’intéresse donc exclusivement a la part du génome qui est variable entre les individus. Les
différentes forces évolutives sont la mutation, la recombinaison, la migration, la dérive et la
sélection, et chacune laisse des signatures particuliéres dans notre génome. De toutes les
forces évolutives, la mutation est la seule qui crée de la diversité. La recombinaison, comme
son nom I’indique, ne crée pas de mutations mais de nouvelles combinaisons de mutations. La
dérive génétique est la conséquence des effets d'échantillonnage liés a la reproduction des
individus dans une population de taille finie ; elle se traduit par une variation stochastique des

fréquences alléliques d’une génération a I’autre et par une perte de diversité. Cette perte de



diversité est d’autant plus forte que la taille efficace de la population N, ' est faible (Wright,
1951). Enfin, une migration limitée favorise la différenciation génétique des populations,

tandis qu’une forte migration permet leur mélange.

La migration et la dérive sont fréquemment regroupées sous le terme de forces
démographiques et ont pour point commun qu’elles influencent, en espérance, tout le génome
de la méme manicre (bien qu’il existe une certaine variance de leurs effets a différents
marqueurs). Opposée aux précédentes forces, car elle agit sur un ou plusieurs marqueurs en
particulier, intervient la sélection. Cette force favorise 1’augmentation (sélection positive) ou
la diminution (sélection négative) de la fréquence de certaines mutations en fonction de leurs
effets sur la reproduction ou la survie des individus (c’est-a-dire en fonction de leur valeur
sélective). La sélection change donc, localement dans le génome, le niveau de diversité
génétique. Bien que les forces sélectives et démographiques ont des effets confondants sur le
niveau de variation a un marqueur donné, il est possible de les distinguer de par cette
particularité : les forces démographiques affectent tous les marqueurs de la méme fagon en
espérance, tandis que la sélection laisse une signature singuliére seulement & un sous-
ensemble de marqueurs (a I’exception de certaines formes de sélection, comme la sélection

d’arriére plan : voir Charlesworth et al., 1995). Ainsi, pour détecter les signatures laissées par

la sélection, il faut au préalable avoir décrit la diversité génétique neutre des populations.

Deux types d’approches complémentaires sont possibles en génétique des populations :

- d’un c6té, I’étude de marqueurs génétiques éloignés des parties codantes du génome
(les génes), et considérés comme a priori « neutres », ¢’est-a-dire n’influengant pas a priori la
valeur sélective des individus et n’étant pas entrainés génétiquement par des genes
sélectionnés. Ces marqueurs nous informent sur [’histoire démographique des
populations (flux migratoires entre populations, changements de taille des populations,
barricres a la reproduction). Nous utiliserons cette approche dans la premiére partie de cette
these.

- d’un autre coté, I’é¢tude de marqueurs a I'intérieur ou a proximité de genes, qui
influencent potentiellement la valeur sélective des individus. Ces marqueurs nous permettent

d’accéder a TI’histoire adaptative des populations (les réponses aux contraintes

' La taille efficace est la taille d'une population idéale de Wright-Fisher (de taille constante, ou tous les individus
ont la méme probabilité de se reproduire et ou la sélection n’agit pas) qui dériverait de la méme maniére que la
population étudiée
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environnementales, nutritives ou infectieuses). Nous utiliserons cette approche dans la

deuxiéme partie de cette these.

Apport de la génétique des populations a I’histoire évolutive humaine

Les premicres études en génétique des populations ont permis de calculer que chez
I’Homme moderne, la vaste majorité de la diversité génétique (a hauteur de 86%) se situe a
I’intérieur des populations (Lewontin, 1972). Ainsi, deux individus venant de continents
différents ne présentent pas beaucoup plus de différences génétiques que deux individus
habitant au méme endroit. Cette information a eu un fort retentissement car elle a répandu
I’idée que les populations humaines n’étaient pas structurées génétiquement et qu’il ne
pouvait donc pas y avoir de fortes différences biologiques entre populations. Cette répartition
de la diversité génétique peut s’expliquer par le fait que I’ Homme moderne est une espéce
relativement jeune (apparue en Afrique il y a environ 200 000 ans, Trinkaus, 2005), qui a subi
une croissance démographique trés récente (a la fin du Paléolithique, il y a environ 12 000
ans, la population humaine ne comptait guére plus d’un million d’individus, Harris, 1996), et
pour qui finalement les migrations entre populations jouent certainement un réle important.

Cependant, bien que nous soyons une espece jeune et peu structurée génétiquement,
certaines ¢études récentes basées sur un grand nombre de marqueurs ont révélé que les
individus peuvent étre répartis dans des groupes distincts, correspondant approximativement
aux différents continents (Cavalli-Sforza et al., 1988, Rosenberg et al., 2002, Cavalli-Sforza
& Feldman, 2003, Bamshad et al., 2004, Rosenberg et al., 2005, Li et al., 2008). Bien que la
présence d’océans, de déserts ou de montagnes engendre indiscutablement de fortes barrieres
géographiques, de par la difficulté de les traverser, il est intéressant de se demander dans
quelle mesure nous pouvons parler de groupes humains différents et dans ce cas, affilier
chaque population a un de ces groupes, ou s’il ne faut pas plutot considérer qu’il existe des
variations continues de diversité (Rosenberg et al., 2005). Il est également remarquable que,
plus I’on augmente le nombre de marqueurs étudiés, plus I’on réussit a distinguer les
populations entre elles. Plusieurs études en Europe ont ainsi montré que 1’on pouvait inférer
I’origine géographique des individus, a partir de leur génotype a plus de 500 000 marqueurs, a
quelques 700 km pres (Lao et al., 2008, Novembre et al., 2008). Ces résultats sont basés
uniquement sur des individus ayant les quatre grands-parents de méme origine, mais ils
montrent bien que 1’é¢tude d’un nombre suffisamment important de marqueurs génétiques

permet de retracer 1’origine géographique des individus.
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Répartition de la diversité génétique : le role de la géographie et de la linguistique

La géographie est donc un facteur majeur pour expliquer la répartition de la'diversité
humaine. La probabilité d’appariement plus forte entre individus géographiquementyproches a
donné lieu au modele démographique d’isolement par la distance (Malécot, 1973). Ce modele
consideére que la migration des individus est localisée (limitée dans L€space), que les
populations sont a 1’équilibre démographique (c’est-a-dire sont stables dans le temps), et qu’il
n’y a pas de sélection. Il a ét¢ montré dans ces modeles que, lorsque que 1’on considére un
espace a deux dimensions, la distance génétique augmente linéairementavec 1€ logarithme de

la distance géographique (Rousset, 1997).

Un autre facteur a également été proposé comme responsable de barrieres majeures a la
reproduction : la linguistique. Cavalli-Sforza a été¢ le preémier 4 attirer I’attention sur une
éventuelle coévolution entre genes et langues (CavallisSforza et al., 1988). Les matrices de
distances linguistiques entre populations sont en eftet/assez bien corrélées avec celles des
distances génétiques, ce qui suggere que lés .populations échangent des migrants
préférentiellement quand il y a intercompréhensionylinguistique (Sokal, 1988, Poloni et al.,
1997, Lum et al., 1998). Cependant, Rosser (2000)‘a remarqué que, si I’on prend en compte
les distances géographiques, la corrélation“entre distances linguistiques et génétiques
disparait, suggérant ainsi que la, géographie est la seule responsable des différences
génétiques. Depuis, d’autres études onthmontré, d’aprés des données génomiques, qu’une
corrélation faible mais significative existe bien entre génes et langues, méme si I’on prend en
compte la géographie (Belle & Barbujani, 2007, Lansing et al., 2007). La question du rdle
respectif des distances linguistiques/et géographiques pour favoriser ou empécher le brassage

des populations reste don¢ ouverte.

Répartition de la diversité génétique : le role de I’organisation sociale

D’autres facteurss culturels, comme par exemple 1’organisation sociale, se sont
¢galement ay€rés avoir ume importance considérable dans la formation de barriéres a la
reproduction entre,populations. En effet, certaines études ont montré que des populations aux
orgapisations..sociales contrastées (particuliecrement en ce qui concerne les pratiques
matrimoniales ou les regles d’héritage) ont une répartition différente de leur diversité
génétique, notamment entre hommes et femmes (Wilkins & Marlowe, 2006, Kumar et al.,

2006, Chaix et al., 2007). La connaissance de cette histoire sexe-spécifique est permise par
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I’é¢tude de marqueurs « uni-parentaux » : le chromosome Y transmis par les péres a leurs fils
et PADN mitochondrial transmis par les meres a leurs enfants, permettant d’accéder
respectivement aux histoires des lignées paternelles et maternelles. Ces études ont montré
qu’en général, dans les sociétés patrilocales (dans lesquelles la femme part s’installer dans le
village de son mari aprés le mariage, (Burton et al., 1996), le chromosome Y présente une
plus forte structure génétique que I’ADN mitochondrial, c’est a dire plus d’homogénéité a
I’intérieur des populations mais plus de variations entre populations (Salem et al., 1996,
Seielstad et al., 1998, Perez-Lezaun et al., 1999, Kayser et al., 2003, Malyarchuk et al., 2004,
Nasidze et al., 2004, Nasidze et al., 2005, Wilkins & Marlowe, 2006, Chaix et al., 2007).
Dans les sociétés matrilocales, ou c’est I’homme qui se déplace préférentiellement, 1’inverse

est également vérifié (Oota et al., 2001, Hamilton et al., 2005, Destro-Bisol et al., 2004).

Les différences de structure génétique entre hommes et femmes peuvent donc refléter
les contraintes imposées par chaque société sur les choix de conjoints et les migrations des
individus. Cependant, de nombreuses ¢tudes donnent des résultats contradictoires sur la
contribution de ces phénomenes sexe-spécifiques a échelle globale (Seielstad et al., 1998,
Dupanloup et al., 2003, Wilder et al., 2004a, Wilder et al., 2004b, Ramachandran et al.,
2004). Une meilleure compréhension des différences de structure génétique entre hommes et
femmes, de leurs causes et de leurs impacts sur 1’évolution des populations humaines sera

précisément 1’objet de notre étude dans la premiére partie de cette thése.

Le role des adaptations dans la différenciation génétique

D’autres questions se posent €galement sur la mesure dans laquelle les populations
humaines ont eu le temps de se différencier d’un point de vue biologique, par adaptation
locale a leur environnement. Nous avons en effet vu qu’un certain pourcentage des
différences génétiques s’explique par des variations entre populations. Mais ces différences
sont-elles liées a différentes contraintes sur la morphologie ou la physiologie des individus ?
Les populations humaines ont en effet dii s’adapter a des environnements variés, et il
semblerait logique qu’il y ait eu des modifications génétiques locales causées par différentes
pressions climatiques, alimentaires ou infectieuses. Les écarts observés de prévalence de
certaines maladies entre populations humaines, ainsi que les différences de tolérance aux
médicaments ont en tout cas fortement stimulé les recherches dans ce sens. Cependant, le role

de I’adaptation génétique dans 1’évolution de ’Homme n’est pas encore clairement élucidé
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(Coop et al., 2009, Hofer et al., 2009). La recherche d’adaptations génétiques locales a des

environnements différents sera précisément 1’objet de la deuxiéme partie de cette these.

La génétique des populations a donc finalement soulevé autant de nouvelles questions
sur I’histoire évolutive de I’Homme qu’elle n’a aidé¢ a en résoudre. Nous avons vu qu’une
certaine part de la variabilité génétique humaine peut s’expliquer par des différences entre
populations. Il est maintenant crucial de comprendre les facteurs responsables de ces
différences génétiques, aussi peu nombreuses soient-elles, et leurs conséquences sur les
populations humaines. Cette thése a justement pour ambition générale de contribuer a
répondre a cette question, en étudiant 1’évolution des populations humaines a travers leur

diversité génétique, dans un cadre particulier : celui des populations d’Asie Centrale.

I1. Notre terrain d’étude : I’Asie Centrale

Eloignée de toutes les mers pour la majeure partie de son territoire, 1’ Asie Centrale est
une zone aux conditions naturelles hautement variables, présentant a la fois des déserts, des
steppes et des montagnes. Elle est délimitée au nord par la Taiga sibérienne, a I’est par les
chaines montagneuses du Pamir et du Tien-Shan (allant jusqu’a 7 000 métres d’altitude), au
sud par les déserts iraniens et les montagnes afghanes, et a ’ouest par la mer Caspienne.
L’idée de I’Asie Centrale en tant que région distincte dans le monde a ¢été introduite par
Alexander von Humboldt, naturaliste et explorateur allemand, en 1843. Les frontieres de
cette région sont depuis sujettes a de multiples définitions et aucune n’est universellement
acceptée. Malgré I’incertitude liée a la définition de ses frontiéres, le plus souvent, I’Asie
Centrale est définie par les cinq ex-républiques d’URSS (Union des républiques socialistes
soviétiques) : le Kirghizistan, 1’Ouzbékistan, le Tadjikistan, le Turkménistan et le
Kazakhstan. Dans un sens plus large et prenant en compte une continuité historique et
culturelle, 1’Asie Centrale inclut également d’autres régions telles que le sud de la Sibérie, la
Mongolie, I’ouest de la Chine, le nord de I’Inde, le Pakistan, I’ Afghanistan et le nord-est de
I’Iran (voir figure 1 ci-dessous). Cette deuxiéme définition est souvent traduite par « Inner

Asia » en anglais.
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Figure 1 : Différentes définitions de I’ Asie Centrale. Source : Sylvain Théry

Pour notre étude, les missions de terrain ont été effectuées au Kirghizistan, en
Ouzbékistan et au Tadjikistan, nous donnant acceés aux ethnies suivantes : les Kirghiz, les
Ouzbeks, les Kazakhs, les Karakalpaks, les Turkmeénes et les Tadjiks. Nous ne parlerons
donc pas ici d’autres ethnies d’Asie Centrale plus a I’est comme les Ouigoures ou plus au sud

comme les Pashtounes et autres peuples du Pamir.

Diversité linguistique

Originellement habitée par des peuples sédentaires de langues iraniennes (Sogdiens,
Chorasmiens) ou semi-nomades (Scythes, Alains), qui ont certainement laiss¢ place aux
actuels peuples iraniens dont les Tadjiks, la région a par la suite subi de nombreuses
expansions de peuples de langues turques’ venant de I’est, dont les actuels Ouzbeks, les
Kazakhs, les Kirghiz, les Karakalpaks et les Turkmeénes seraient entre autre les représentants.
Ce véritable carrefour de migration et de diversité est donc une zone de contact entre deux
familles linguistiques, avec les langues indo-iraniennes appartenant a la famille indo-

européenne et les langues turques appartenant a la famille altaique (voir figure 2 ci-dessous).

2 Notons qu’ici, le terme « turque » fait référence aux langues de la sous-famille altaique, & ne pas confondre
avec le turc moderne de Turquie
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Les populations de langue turque seront par la suite appelées populations turco-mongoles,
pour rendre compte du haut degré de mélange entre ces deux familles de peuples et de

langues au départ voisines.

Langues Indo-européennes
@ Karakalpak / Kazakh @ Tadjik
@ Kirghiz O Yaghnobi
© Ouzbek
@ Turkméne

Figure 2 : Zone de rencontre entre familles linguistiques en Asie Centrale.

Source : Sylvain Théry

Diversité des organisations sociales

Ces deux groupes linguistiques correspondent également a des différences marquées
d’organisation sociale. Les populations turco-mongoles (Kirghiz, Kazakhs, Turkmeénes,
Karakalpaks et Ouzbeks) sont organisées selon un mode de filiation patrilinéaire, ¢’est-a-dire
que ces populations sont structurées en groupes de parenté : lignages, clans et tribus, dont
I’appartenance est transmise par le pere. Ce systéme est dynamique, dans la mesure ou il est
redéfini & chaque génération, avec un décompte précis des générations. Cette organisation
patrilinéaire se retrouve dans de nombreuses populations mais est particulierement bien
conservée en Asie Centrale (Krader, 1963). Elle est permise par une connaissance
incroyablement précise des ancétres paternels de chacun, connaissance originellement

transmise par la tradition orale. Ces populations patrilinéaires pratiquent également une
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exogamie lignagere ou clanique, c'est-a-dire que les conjoints sont choisis en dehors du
lignage et du clan, mais le plus souvent dans la méme tribu (il y a alors endogamie de tribu).
A T’inverse des turco-mongols, les indo-iraniens (Tadjiks) sont organisées selon un mode de
filiation cognatique, c’est-a-dire que les individus se définissent d’aprés leur ascendance
paternelle et maternelle, et 1'unité de parenté fondamentale est la famille, nucléaire ou
¢largie. De plus, ces populations cognatiques établissent préférentiellement des alliances

endogames, c'est-a-dire entre cousins croisés ou paralleles (Jacquesson, 2002).

Diversité des modes de subsistance

A ces différences de langue et d’organisation sociale, s’ajoutent des différences de
mode de subsistance, les turco-mongols étant traditionnellement des éleveurs nomades et les
indo-iraniens des agriculteurs sédentaires. Parmi les populations turco-mongoles, certaines
sont des ¢éleveurs de steppes, comme les Kazakhs, avec un bétail majoritairement constitué¢ de
moutons et de vaches, tandis que d’autres sont des éleveurs de montagnes, comme les
Kirghiz, avec principalement des moutons et des chevaux. Les Turkménes, quant a eux, ont
un mode de subsistance plus complexe. En effet, traditionnellement, les sociétés turkmenes
sont divisées en éleveurs et agriculteurs. Cette division se retrouve a I’intérieur de chaque
population, parfois méme de chaque famille, et les individus alternent constamment entre ces
deux modes de vie (Wood, 2002). L’¢levage est principalement basé sur les chameaux, mais
les moutons ont pris une importance considérable depuis le 19°™ siécle. Ces populations
Turkménes seront classées avec les autres éleveurs turco-mongols du fait de I’importance de

I’¢levage dans leur régime alimentaire, et de leur affiliation linguistique. Cependant, les

résultats pour cette ethnie seront interprétés avec précaution.

Aujourd’hui, les populations traditionnelles d’¢éleveurs nomades sont toutes
sédentarisées, dés le 16°™ siécle (ou avant) pour les Ouzbeks, et autour du 19°™ siécle pour
les autres (sédentarisation de force par les Russes). Ces événements de sédentarisation se sont
accompagnés de transitions vers I’agriculture et de modifications plus ou moins prononcées
du mode de vie. Par exemple, les Kirghiz de I’est de 1’Afghanistan, dans les montagnes du
Pamir, étaient, avant 1949, caractérisés par un intense pastoralisme et une forte mobilité, et
pouvaient se déplacer jusqu’a 150 km par an pour changer de campement (par exemple entre
I’hiver et 1’été), leur permettant ainsi de rencontrer des populations dans des vallées

¢loignées. Cependant, 1’ethnographie de Shahrani (1979) a montré que les Kirghiz
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effectuaient a cette période plus récente des migrations moins importantes et non uniformes,
avec une distance maximale parcourue par an comprise entre 15 et 35 km. Ainsi, les
changements politiques ont fortement altéré les modes de migration de ces populations
nomades. Shahrani observe également que malgré ces profonds changements, une continuité

historique forte existe dans 1’identité sociale de ces ethnies.

III. Objectifs de la thése

L’Asie Centrale a donc la particularité d’étre peuplée par deux groupes ethniques
différents, les Turco-mongols et les Indo-iraniens, qui, bien que cohabitant sur un méme
territoire, parlent des langues distinctes, ont des organisations sociales contrastées et ont
adopté des modes de subsistance différents. Ceci nous permet de poser une question originale
quant a I’évolution des populations humaines : quelle influence a le mode de vie sur la

diversité génétique humaine ?

Ce terrain d’étude nous fournit donc un bon mod¢ele pour comprendre comment les
facteurs culturels peuvent créer et/ou maintenir des différences génétiques entre populations.
Cette thése, a travers la comparaison de la diversité génétique d’ethnies aux modes de vie
contrastés, suit deux axes majeurs : 1’étude de I’histoire démographique et de 1’histoire

adaptative des populations humaines.

1) Tout d’abord, nous allons décrire la répartition générale de la diversité génétique
neutre en Asie Centrale, et nous porterons une attention particuliere a 1’histoire du
peuplement de 1’Asie Centrale, en relation avec les populations présentes dans les aires
géographiques voisines. Ensuite, notre intérét majeur sera de comprendre les différences de
structure génétique entre hommes et femmes, dans des populations ayant adopté des
organisations sociales différentes (pratiques matrimoniales, régles d’héritage, etc.). Il s’agira
d’abord de comprendre dans quelle mesure la structure génétique observée sur différents
systémes génétiques (autosomes, chromosomes X et Y, ADN mitochondrial) dans les
populations humaines est liée a des différences d’histoire démographique entre hommes et
femmes (migration et/ou dérive), et ensuite d’identifier les facteurs culturels responsables
d’une partie au moins de ces différences, en comparant des ethnies aux organisations sociales

distinctes.
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2) L’objectif de la seconde partie est de comprendre si les populations d’Asie Centrale
ont subi différentes pressions de sélection suite aux changements alimentaires ayant
accompagné le Néolithique, transition culturelle majeure d’un mode de vie de prédateur
(chasseur, cueilleur et/ou pécheur) vers un mode de vie de producteur (agriculteur et/ou
¢leveur). Pour cela, nous allons étudier des geénes candidats sous I’influence potentielle de
pressions de sélection liées a 1’alimentation, pour voir s’il existe des adaptations génétiques
différentes entre populations n’ayant pas le méme mode de subsistance (éleveurs semi-
nomades, agriculteurs sédentaires). Cette question est d’autant plus intéressante qu’elle
permet de mieux comprendre pourquoi les populations actuelles n’ont pas les mémes
susceptibilités aux maladies ou les mémes tolérances aux médicaments. Comme nous 1’avons
vu, la recherche de contraintes sélectives sur des endroits particuliers du génome nécessite
une bonne connaissance d’ensemble de la diversité génétique des populations étudiées. Ainsi,
le premier chapitre de la these représente également un préalable indispensable au deuxiéme.
Cette étude permettra finalement de tester si la sélection naturelle est une force prédominante
dans 1’évolution de I’Homme, ou si I’évolution culturelle a permis aux populations de

s’adapter sans modifier leur biologie.

L’étude comparative des ethnies d’Asie Centrale, fil conducteur de cette thése, a donc
pour ambition de mettre en lumiere les différentes forces évolutives qui ont fagonné la
diversité génétique de ces populations et ainsi d’inférer leur histoire passée. De par sa
position stratégique, 1’Asie Centrale a certainement eu un role majeur dans les interactions
passées et présentes entre populations ; elle s’avére donc cruciale pour la compréhension
globale de I’histoire du peuplement de notre espece. Malgré cela, ce terrain d’étude a été
assez peu ¢étudi¢ au préalable d’un point de vue génétique, notamment a cause de la main

mise soviétique sur la région jusqu’en 1991.

Finalement, cette thése s’inscrit dans un cadre plus large de travaux effectués en Asie
Centrale par [’équipe d’Evelyne Heyer, qui a mené de nombreuses campagnes
d’échantillonnage depuis 2001 et mis en place des collaborations durables et fructueuses au
Tadjikistan avec Firuza Nasyzova, en Ouzbékistan avec 1’équipe de Tatiana Hegay et au
Kirghizistan avec I’équipe d’Almaz Aldashev. J’ai ainsi eu la chance de participer a quatre
missions de terrain: en mai-juin 2007 au Kirghizistan, en octobre-novembre 2008 en
Ouzbékistan, et en avril-mai et juillet-aout 2009 au Kirghizistan. Plusieurs questions /

problémes bioéthiques se soulévent lors d’un échantillonnage sur le terrain, d’autant plus
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quand il s’agit de génétique et de populations humaines. Les réflexions autour de ces
pratiques de terrain sont présentées dans I’annexe 1. Cette discussion est le fruit de réflexions
collectives, entre autres lors d’une réunion avec Anne Cambon-Thomsen (équipe
« Génomique, santé, société », Inserm U558, Toulouse). Finalement, cette thése s’alimente
non seulement de mes propres travaux de recherche, mais également de résultats apportés par
d’autres études faites sur ce méme terrain, et de réflexions communes avec les autres

chercheurs du laboratoire qui m’ont permis d’enrichir la discussion.
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CHAPITRE 1. HISTOIRE DEMOGRAPHIQUE : PEUPLEMENT ET

ORGANISATION SOCIALE EN ASIE CENTRALE

- Annexe 3 : Martinez-Cruz B.*, Vitalis R.*, Ségurel L., Austerlitz F., Georges M.,
Théry S., Quintana-Murci L., Hegay T., Aldashev A., Nazyrova F. & Heyer E. In
the heartland of Eurasia: the multi-locus genetic landscape of Central Asian

populations. A soumettre a European Journal of Human Genetics

- Annexe 4 : Ségurel L., Martinez-Cruz B., Quintana-Murci L., Balaresque P., Georges
M., Hegay T., Aldashev A., Nazyrova F., Jobling M.A., Heyer E. & Vitalis R.
Sex-specific genetic structure and social organization in Central Asia: insights

from a multi-locus study. PLoS Genet 2008 Sep 26; 4(9):e 1000200.

* r * D .
Ces auteurs ont également contribué a ce travail
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I. Etat de art

Peuplement ancien de I’ Asie Centrale

En Asie Centrale, les premiers restes humains sont attestés des 800 000 BP’ a Kul’dara,
au sud du Tadjikistan (Ranov et al., 1995). Les ressources en eau semblent, dans cette région
aride a semi-aride, avoir été un facteur déterminant de la répartition des Hommes sur ces
territoires (Masson, 1992). Des restes archéologiques ont également été trouvés pendant le
Paléolithique moyen (de 300 000 a 30 000 BP), dont notamment des restes de Néandertal a
Teshik-Tash (Okladnikov, 1940) datant de 150 000 BP (Grun & Stringer, 2000), définissant
ainsi D’aire de répartition la plus orientale de Néandertal, longtemps considéré comme
exclusivement européen. Depuis, d’autres restes humains trouvés dans 1’Altai, en Sibérie, ont

agrandi I’aire de répartition des Néandertaliens (Krause et al., 2007).

Aprées cette premicre colonisation de 1’Eurasie par des Hommes archaiques, une autre
vague, cette fois-ci d’Hommes modernes, a de nouveau permis de coloniser toute la planéte.
Ces Hommes modernes ont d’abord été trouvés en Ethiopie, datant d’environ 196 000 BP
(McDougall et al., 2005). Mais c’est seulement a partir de 40 000 BP que les Hommes
modernes apparaissent sur une aire géographique plus large, en Afrique du Nord et en
Eurasie (Trinkaus, 2005). Les données génétiques suggerent également que I’Homme
moderne n’a pas migré hors d’Afrique avant 60 000 - 40 000 ans (voir la figure 3 ci-
dessous,Cavalli-Sforza & Feldman, 2003). En dehors des zones insulaires du sud-est, les
premicres évidences d’Hommes modernes en Asie concernent des restes en Chine, en Corée
et au Japon, entre 35 000 et 25 000 BP. Ces données permettent donc d’avancer 1’hypothese
d’une premiére sortie assez précoce le long des cotes asiatiques jusqu’en Océanie (Quintana-
Murci et al., 1999, Forster & Matsumura, 2005), tandis que les autres migrations
continentales auraient eu lieu plus tardivement.

De par sa localisation, I’Asie Centrale a dii jouer un rdle central dans ces événements
de colonisation, et pourtant son peuplement est mal connu (Nei & Roychoudhury, 1993,
Cavalli-Sforza et al., 1994, Comas et al., 1998, Karafet et al., 2001, Wells et al., 2001,
Cordaux et al., 2004, Macaulay et al., 2005). Nous ne savons en effet pas si cette région
correspond & une zone « source » d’ou sont ensuite parties les populations vers I’Europe et

I’Asie de I’Est ou s’il s’agit d’une zone « puit», c’est-a-dire de rencontre plus tardive de

? Les dates présentées en ‘BP’ (pour ‘Before Present’), obtenues par datation au carbone 14, prennent pour
référence 1’année 1950.
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populations venant d’Europe et d’Asie de I’Est. D’autres ¢léments permettent de formuler
une troisieme hypothese, celle de peuplements d’est en ouest, qui définirait donc une vague

de migration venant d’Asie de I’Est, traversant 1’Asie Centrale, pour arriver en Europe

(Chaix et al., 2008).
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Figure 3 : Scénario pour I’origine de ’Homme moderne et ses voies de colonisation d’apres

des données génétiques (Cavalli-Sforza & Feldman, 2003)

Mouvements de populations pendant la période historique

Les premicres traces historiques sur I’Asie Centrale décrivent les invasions des Ariens
de I’actuel Turkménistan vers 1’Iran autour de 1300 BCE®, pour former I’Empire Perse
autour de 700 BCE. Cet ensemble de peuples nomades ensuite appelés les Scythes (ou Saka,
ou Saces), ont ¢été¢ décrits comme ayant des traits morphologiques européens et parlant des
langues indo-iraniennes. Ils vivaient a priori dans les steppes eurasiatiques, depuis 1’Ukraine
jusqu’a I’Altai. Par la suite, de nombreuses vagues d’expansions venant de 1’est sont arrivées
en Asie Centrale, bien qu’il soit difficile de situer ces migrations dans le temps. Il semble
qu’autour de 200 BCE, des invasions liées au Huns aient apporté le phénotype asiatique en
Asie Centrale. A la méme période, I’Asie Centrale est clairement devenue une région
dynamique d’échanges de personnes, de biens et d’idées entre 1’Europe et I’Asie de I’Est, a
travers notamment la « route de la soie », établie par les Chinois autour de 200 BCE, et qui

3 eéme

reliera le bassin Méditerranéen a 1’ Asie de I’Est pendant plus de 16 siécles. A partir du et

4 Les dates présentées en ‘BCE’ (pour ‘Before Christ Era’) correspondent en frangais a ‘av. J.-C.” ; celles en
‘CE’ correspondent a ‘ap. J.-C.’
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4°™ sidcle, de nombreuses vagues d’expansions turques entrainent des changements
linguistiques en Asie Centrale, qui ne cessera par la suite d’étre tiraillée entre des expansions
successives, parfois d’empires venant de I’ouest s’étendant beaucoup plus a I’est, (comme les
invasions musulmanes venant de Perse entre le 7°™ et 10°™ siécle), ou inversement d’empires
venant de I’est et s’étendant beaucoup plus a I’ouest, comme 1I’empire mongol de Gengis
Khan autour du 13°™ siécle, I’empire le plus vaste de tous les temps, allant de la Chine
jusqu’en Europe de I’est. Gengis Khan unit d’ailleurs plusieurs tribus nomades de I'Asie de

I’Est et de 1'Asie Centrale sous une nouvelle identité commune, en tant que « mongoles ».

De tous ces mouvements de populations, résulte une diversité ethnique considérable en
Asie Centrale, avec actuellement des populations de langue indo-iranienne supposées étre les
descendants des premiers peuples iraniens décrits dés 1 300 BCE, mais peut-&tre présents des
le Néolithique, et des populations de langues turques installées dans la région suite aux

invasions venant de I’est autour du 4™ siécle.

Notons que I’appellation « Ouzbek » regroupe a I’origine deux types de populations :
certaines populations présentes environ dés le 4™ siécle en Asie Centrale, et mélangées
depuis aux peuples iraniens locaux, et d’autres populations turco-mongoles arrivées plus

tardivement, vers le 16°™ siécle (Soucek, 2000).

Apport des données génétiques

Les études génétiques ont montré que la diversité génétique en Asie Centrale fait partie
des plus fortes diversités en dehors d’Afrique (Comas et al., 1998, Wells et al., 2001,
Hammer et al., 2001). Cette forte diversité provient certainement de la place centrale de cette
région, qui permet un brassage potentiel avec des populations venant a la fois d’Europe, du
Moyen-Orient et d’Asie de I’Est. Concernant le peuplement de la région, les études basées sur
le chromosome Y ont montré que les vagues de migration a 1’origine du peuplement de
I’Eurasie sont originaires d’Asie Centrale (Comas et al., 1998, Hammer et al., 2001, Zerjal et
al., 2002), tandis que les études basées sur I’ADN mitochondrial proposent le schéma
inverse : une origine métissée des populations d’Asie Centrale, a partir de populations plus
ancestrales en Eurasie (Comas et al., 1998, Comas et al., 2004, Lalueza-Fox et al., 2004,
Perez-Lezaun et al., 1999). Les marqueurs uni-parentaux nous livrent donc des résultats

différents, ce qui peut entre autres s’expliquer par des histoires démographiques différentes
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entre hommes et femmes, elles-mémes causées par ’organisation sociale des populations

(Chaix et al., 2004, 2007).

Objectifs de I’étude

Etant donné que chaque marqueur uni-parental ne représente qu’un unique marqueur
non recombinant, des effets d’entrailnement sélectif ne sont pas a exclure et peuvent donc,
entre autres, conduire a des résultats biaisés (Cummins, 2001, Ballard & Whitlock, 2004,
Bazin et al., 2006, Pakendorf & Stoneking, 2005, Harpending, 2006, Balloux, 2009). Ainsi, il
semble maintenant important d’obtenir des données multi-locus a partir des autosomes, afin
de caractériser 1’origine génétique des populations d’Asie Centrale et de les comparer aux
populations avoisinantes pour mieux comprendre les mouvements passés des populations
dans la région. Nous allons donc dans cette partie commencer par décrire la diversité
génétique neutre des populations d’Asie Centrale, a partir des autosomes, afin de comprendre
la structure générale de ces populations. Cette analyse nous permettra d’inférer les processus
historiques en jeu dans ces populations, ce qui est indispensable pour interpréter les résultats
obtenus dans le reste de la thése. Ces premiers résultats, présentés en annexe 3, sont issus
d’analyses majoritairement réalisées par Begofia Martinez-Cruz, post-doctorante au

laboratoire, sur des données génétiques que nous avons conjointement produites.

Dans un second temps, nous analyserons ces données multi-locus autosomales
conjointement avec les données sur le chromosome X, pour des populations ot nous avons
¢galement séquencé une partie de I’ADN mitochondrial et génotypé des marqueurs du
chromosome Y. Notre objectif est d’é¢tudier la structure génétique sexe-spécifique, pour
mieux comprendre les éventuelles différences d’histoire démographique entre hommes et
femmes. Nous pourrons également tirer avantage de la diversité des organisations sociales en
Asie Centrale, pour tester directement 1’influence causale de différents traits de 1’organisation

sociale sur cette structure sexe-spécifique.
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II.Matériel et méthodes

A. Populations échantillonnées

1075 individus ont été échantillonnés entre 2001 et 2007 au Kirghizistan, en
Ouzbékistan et au Tadjikistan par 1’équipe d’Evelyne Heyer (voir la figure 4 et le tableau 1 ci-
dessous). Ils sont répartis dans 26 populations : six populations kirghizes (KRA, KRB, KRG,
KRL, KRM et KRT), deux populations kazakhes (KAZ et LKZ), deux populations
karakalpakes (KKK et OTU), une population turkmene (TUR), cinq populations ouzbekes
(LUZa, LUZn, UZA, UZB et UZT) et dix populations tadjikes (TDU, TDE, TDS, TJA, TJE,
TIN, TIR, TIT, TIU et TJY).

[Lac/Balkhash

Groupes ethniques

@ Karakalpak @ Tadjik

@ Kazakh @ Turkmeéne
@ Kirghiz © Quzbek

Figure 4 : Répartition géographique des 26 populations échantillonnées répartis dans 6
groupes ethniques. Source : Sylvain Théry
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Ethnie Acronyme Lieu d’échantillonnage Long. Lat. nx na ny nm
Tadjik TIA Frontiére Ouzbékistan / Tadjikistan  39.54 66.89 26 31 32 32
Tadjik TJU Frontiere Ouzbékistan / Tadjikistan ~ 39.50  67.27 27 29 29 29
Tadjik TJR Frontiére Ouzbékistan / Kirghizistan 40.36  71.28 30 29 29 29
Tadjik TIK Frontiere Ouzbékistan / Kirghizistan 40.25 71.87 26 26 35 40
Tadjik TIE Nord du Tadjikistan 39.12  70.67 29 25 27 31
Tadjik TIN Nord du Tadjikistan 38.09 68.81 33 24 30 35
Tadjik TJT Nord du Tadjikistan 39.11 70.86 31 25 30 32
Tadjik TDS Frontiere Ouzbékistan / Tadjikistan  39.28 67.81 30 25 31 31
Tadjik TDU Frontiére Ouzbékistan / Tadjikistan  39.44  68.26 40 25 31 40
Tadjik TJY Ouest du Tadjikistan 3857 68.78 39 25 36 40
Tadjiko-Ouzbek LUZa Centre de I’Ouzbékistan 39.73 64.27 14 20 13 16
Tadjiko-Ouzbek LUZn Centre de I’Ouzbékistan 3970 6438 12 20 11 15

Tableau 1 : Informations sur les 26 populations échantillonnées. Les populations indo-iraniennes

sont en blanc (Tadjiks et Tadjiko-Ouzbeks); Les populations turco-mongoles sont en gris

(Kazakhs, Karakalpaks, Kirghiz, Turkménes et Ouzbeks). Long., longitude; Lat., latitude. nx , na,

ny et ny : nombre d’individus analysés pour le chromosome X, les autosomes, le chromosome Y

et I’ADN mitochondrial, respectivement.
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Des données généalogiques ont été¢ collectées avant 1’échantillonnage pour ne retenir
que des individus non apparentés a la deuxiéme génération. Les données linguistiques ont été
récoltées par Philippe Mennecier, et les données ethnologiques ont été récoltées par divers
ethnologues locaux dans chaque pays, avec en partie I’aide de Svetlana Jacquesson et de
Nicolas Lescureux. Tous ces individus ont signé un consentement éclairé pour participer a
cette étude.

Dans deux populations Ouzbeks, échantillonnées autour de Boukhara (LUZa et LUZn),
une enquéte linguistique poussée a permis de conclure que la langue parlée « a la maison »
¢tait le tadjik (bien qu’ils sachent également parler ouzbek), et que leur auto-appellation
d’ « Ouzbek » venait surtout du fait qu’ils habitaient en Ouzbékistan. La question de
I’ethnicité n’est clairement pas évidente dans ces pays ou les frontieres et les identités ont
souvent €été¢ imposées. Ici, ces deux populations seront appelées Tadjiko-Ouzbeks et classées

dans les populations indo-iraniennes, du fait de leur appartenance linguistique (voir tableau

).

B. Analyses moléculaires

L’ADN génomique a été extrait a partir d’échantillons sanguins ou salivaires, par une
procédure d’extraction standard au phénol chloroforme (Maniatis ef al., 1982). Le génotypage
de 11 STRs (Short Tandem Repeats) sur le chromosome Y, pour 886 individus, et le
séquencage du premier segment hypervariable de la région de controle de 1I’ADN
mitochondrial, HVS-1 (Hyper Variable Segment I), pour 916 individus, a été le fruit d’un
travail collaboratif entre 1’équipe de Lluis Quintana-Murci (Unité de Génétique Evolutive
Humaine, CNRS URA 3012, Institut Pasteur, France), celle de Mark Jobling (Département de
Génétique, Université de Leicester, UK) et celle d’Evelyne Heyer. Pour les 27 STRs
autosomaux, le génotypage, pour un sous-groupe de 767 individus, a été effectué
conjointement par Begona Martinez-Cruz et moi-méme, avec ’aide précieuse de Myriam
Georges. Pour le chromosome X, le génotypage de 9 STRs, pour 697 individus, a été effectué

par moi-méme.
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I1I. Diversité génétique neutre en Asie Centrale

Dans cette ¢tude, les données de 27 marqueurs microsatellites autosomaux sur 767
individus répartis dans les 26 populations d’Asie Centrale ont été comparées aux données
disponibles pour ces mémes marqueurs dans 25 populations mondiales de la base de données
HGDP-CEPH (Human Genetic Diversity Panel — Centre d’Etude du Polymorphisme

Humain).

Répartition de la diversité génétique

Les populations d’Asie Centrale présentent une diversité génétique intra-population (He
= (.795) comparable a celle des populations Européennes, du Pakistan, ou du Moyen-Orient
(H.=0.775, 0.819 et 0.826, respectivement), mais plus forte que celle d’Asie de I’Est (H. =
0.700).

La répartition de la diversité génétique en Asie Centrale est significativement expliquée
par Daffiliation linguistique (AMOVA, Fcr = 0.008, p < 0.0001), avec une forte
différenciation entre deux groupes de populations : les turco-mongols et les indo-iraniens.
Ainsi, le fait de ne pas parler la méme langue semble étre une barriere importante aux
migrations entre groupes. Cependant, les groupements linguistiques correspondent également
a des organisations sociales et des modes de subsistance contrastés, et nous ne pouvons pas
exclure le role déterminant du mode de vie pour créer des barrieres de reproduction entre ces
populations, respectivement d’éleveurs patrilinéaires et d’agriculteurs cognatiques.
L’affiliation ethnique explique d’ailleurs également une part significative des distances
génétiques (Fcr = 0.005, p = 0.002). Le role des ces affiliations culturelles comme facteur de
différenciation génétique est particulierement bien décrit dans une étude récente de Heyer et
al sur I’émergence des groupes ethniques en Asie Centrale (Heyer et al., 2009). Le fort niveau
de différenciation génétique pourrait également étre expliqué par un flux de gene limité entre
ces groupes, conséquence de la migration récente des Turco-mongols dans la région, qui

n’aurait alors pas laissé le temps a un brassage important.

De manicre étonnante, les distances génétiques entre populations, liées aux distances
linguistiques et ethniques, ne sont ici pas significativement corrélées aux distances
géographiques (test de Mantel, p = 0.25). Ce manque de corrélation est également retrouvé au
sein des Indo-iraniens et au sein des Turco-mongols (p = 0.92 et 0.45, respectivement). Pour

les Turco-mongols, ceci peut étre expliqué par la migration récente de ces populations dans la
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région, ou bien par les bouleversements de leur mode de vie engendré par les Russes, qui ont
mis un terme aux migrations nomades et ont abouti a une sédentarisation quelque peu
aléatoire des populations au cours du 19°™ siécle. Pour les Indo-iraniens, il est plus difficile
de comprendre pourquoi ces populations n’ont pas établi de patron d’isolement par la
distance, pourtant typiquement trouvé dans les populations humaines (Bosch et al., 2006,

Manica et al., 2005, Prugnolle et al., 2005).

L’Asie Centrale dans I’Eurasie

Ces groupes de populations cohabitant sur un méme territoire sont également

caractérisés par des affiliations géographiques assez différentes (voir la figure 5 ci-dessous).
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Figure 5 : Analyse en composante principale de la structure génétique de 51 populations

mondiales sur 27 marqueurs autosomaux.

Les Turco-mongols (en vert clair) montrent une forte proximité avec les populations est-

asiatiques (en orange), tandis que les Indo-iraniens (en vert foncé) se rapprochent plutdt des
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populations de I’ouest (les populations du Pakistan sont en bleu, les européennes en rose, et
celles du Moyen-Orient en violet). Certaines populations indo-iraniennes sont extrémement
proches des populations du Pakistan, tandis que d’autres se rapprochent plus de I’Europe et du

Moyen-Orient.

Ces résultats confirment 1’hypothése d’une origine récente des Turco-mongols venant de
I’est, également supportée par le faible niveau de différenciation entre ces populations. Ces
résultats montrent également que 1’invasion de 1’ Asie Centrale par des peuples venant de ’est
tout au long des deux derniers millénaires (comme les invasions des Huns ou de Gengis
Khan) n’a pas clairement abouti a un remplacement des populations Indo-iraniennes locales
(Sengupta et al., 2006). La faible proximité entre les populations du Moyen-Orient et les
populations indo-iraniennes exclue a priori une origine de ces derni¢res via le Croissant
Fertile. Nous avons également trouvé une importante différenciation génétique au sein des
populations indo-iraniennes, ce qui pourrait étre du a une origine locale ancienne avec des
groupes isolés, ou bien a des origines diverses de ces populations depuis 1’ouest et le sud de

I’Eurasie. Les données archéologiques supportent plutdt la premiere hypothése (Brunet,

1999).

Finalement, les populations Ouzbeks sont réparties entre ces affiliations géographiques
différentes. Ceci est certainement du au fait que I’appellation « Ouzbek » regroupe des
populations originellement différentes (certaines mélangées aux peuples iraniens, d’autres
non). Ainsi, les Ouzbeks seront exclus de la suite de nos analyses, car ils ne constituent pas un
groupe ethnique homogene et ont subi des changements culturels qui ont bouleversé leur

structure génétique (Chaix et al., 2007).
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IV. Influence de ’organisation sociale sur la diversité génétique

A. Problématique

Les études précédentes nous ont permis de nous interroger sur 1’histoire générale des
populations d’Asie Centrale a partir des autosomes, et leur relation par rapport au reste du
continent Eurasiatique, mais 1’étude respective de la démographie des hommes et des femmes

peut nous apporter de nouvelles informations sur I’histoire de ces populations.

Nous avons vu en effet que dans la majorité des populations humaines, le chromosome
Y présente une plus forte structure génétique que I’ADN mitochondrial, ce qui a été
majoritairement interprété comme une migration plus forte des femmes, conséquence de la
patrilocalité. Cependant, d’autres facteurs démographiques peuvent avoir un effet confondant
sur ces résultats. En effet, la structure génétique (exprimée par le parametre Fsr) est
influencée par le produit Nem (Wright, 1931), ou NV, est la taille efficace de chaque population
et m le taux d’immigration dans chaque population. La structure génétique est donc influencée
de la méme manicre par des différences de migration ou de dérive entre sexes. Ainsi, une plus
forte dérive chez les hommes, par exemple du fait de la polygynie (qui traduit le fait que les
hommes peuvent en général avoir plusieurs partenaires, mais non les femmes), pourrait
engendrer de telles structures sexe-spécifiques. Cependant, la prise en compte d’un niveau
réaliste de polygynie, tel que pratiqué dans les populations humaines, ne permet pas
d’expliquer les écarts importants observés de structure génétique entre marqueurs (Seielstad et
al., 1998). Ainsi, I’hypothése d’une taille efficace plus importante chez les femmes a été
majoritairement négligée par la suite (mais voir Salem et al., 1996, Kayser et al., 2003,
Destro-Bisol et al., 2004, Dupanloup et al., 2003, Wilder et al., 2004b, Wilder & Hammer,
2007).

Le chromosome Y et I’ADN mitochondrial ont également des caractéristiques
particuliéres qui compliquent I’interprétation de leur structure génétique, notamment
I’hypermutabilit¢ de ’ADN mitochondrial et 1’absence de recombinaison sur ces deux
marqueurs qui rend impossible la distinction entre les effets démographiques et sélectifs sur
ces marqueurs (Cummins, 2001). Les véritables facteurs responsables des différences de
structure génétique entre chromosome Y et ADN mitochondrial restent donc pour I’instant

mal démélés, certainement a cause de la limitation méthodologique des marqueurs uni-
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parentaux (Ballard & Whitlock, 2004, Bazin et al., 2006, Pakendorf & Stoneking, 2005,
Harpending, 2006, Balloux, 2009).

Objectifs de cette étude

D’autres méthodes sont donc nécessaires pour distinguer 1’influence respective de ces
facteurs et comprendre quel est le véritable lien entre 1’organisation sociale des populations
humaines (dont la patrilocalité), et leur structure génétique sexe-spécifique. C’est pourquoi
nous proposons une nouvelle approche, la comparaison des autosomes et du chromosome X,
qui semble particuliérement appropriée pour comprendre la démographie sexe-spécifique
(Balaresque & Jobling, 2007). Ces systémes génétiques subissent en effet tous deux la
recombinaison (et donc sont moins susceptibles de subir les effets confondants de la
sélection), mais présentent tout de méme des différences d’héritabilité (donc des différences
sont attendues si la démographie des hommes et des femmes n’est pas la méme). De plus, ces
systémes génétiques permettent d’avoir une approche « multi-locus », ou plusieurs marqueurs
indépendamment influencés par la méme histoire sont étudiés, ce qui nous permet notamment

d’obtenir des intervalles de confiance sur nos estimations.

Cette étude a été conduite sur 21 populations d’Asie Centrale, toutes patrilocales, c’est-
a-dire que la femme migre pour habiter dans le village de son mari. Parmi ces populations, 11
sont turco-mongoles patrilinéaires exogames. Dans ce cas, les individus se définissent selon
leur affiliation paternelle, et les choix de conjoints se font préférentiellement en dehors de
I’unité sociale (ici le clan). Les 10 autres populations sont indo-iraniennes cognatiques et
endogames, donc ici I’affiliation est a la fois paternelle et maternelle, et les conjoints sont
préférentiellement choisis a 1’intérieur de I'unité sociale. Du fait que ces deux groupes de
populations sont patrilocaux, nous pouvons nous attendre a observer une migration plus
importante des femmes par rapport aux hommes. Cependant, les régles de choix de conjoints
définies par I’exogamie / endogamie ont une forte influence sur ces attendus puisque si la
population est complétement endogame, alors le village du mari est le méme que celui de la

femme, et donc les femmes ne migrent pas plus que les hommes (Kumar et al., 2006).
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B. Résultats

Nous avons trouvé sur les marqueurs uni-parentaux obtenus pour 18 populations, que la
structure génétique est plus importante sur le chromosome Y que sur I’ADN mitochondrial, a
la fois pour les 8 populations patrilinéaires exogames (Fst = 0.177 et 0.010, respectivement)
et les 10 populations cognatiques endogames (Fst = 0.069 et 0.034, respectivement). En
prenant en compte un modele de migration en ile (Wright, 1931), cet écart de structure
génétique peut s’expliquer par une migration et/ou par une taille efficace plus importante chez
les femmes. Ainsi, les populations patrilinéaires exogames auraient un nombre efficace de
migrants environ 22 fois plus importants chez les femmes, tandis que cet écart serait réduit a
un facteur deux chez les populations cognatiques endogames. Nous voyons donc bien que les
écarts de structure génétique entre sexes sont trés différents selon les populations considérées.
Cependant, comme énoncé plus haut, les seuls marqueurs uni-parentaux ne permettent pas de

discriminer parmi les différents facteurs responsables de ces différences.

Si I’on considére maintenant les résultats obtenus a partir des marqueurs multi-locus sur
21 populations, nous avons trouvé que chez les 11 populations patrilinéaires, les autosomes
ont une structure génétique plus marquée que le chromosome X (Fsr = 0.008 et 0.003,
respectivement ; test de Wilcoxon p = 0.02), tandis que ce n’est pas le cas pour les 10
populations cognatiques (F'st = 0.014 et 0.013, respectivement; test de Wilcoxon p = 0.36).
Or, en théorie, si I’on considére que les hommes et les femmes ont des taux comparables de
migration (respectivement my,, my) et de dérive (respectivement N, et Nf), nous nous
attendons a trouver une plus forte différenciation sur le chromosome X, du fait de son nombre
moins grand de copies (3/4 de celui des autosomes) et donc de sa plus forte dérive. Pour
obtenir un niveau de différenciation génétique plus fort sur les autosomes, nous avons montré,
par résolution des expressions de Fsr dans un modele en ile, qu’il faut nécessairement
considérer une taille efficace plus importante chez les femmes, pour n’importe quel taux de

migration considéré (voir figure 6 ci-dessous).
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= FST(A) > FST(X)
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Taille efficace relative des femmes, N;/ N

Figure 6 : Diagramme représentant les valeurs attendues de différenciation génétique relative
sur les autosomes et le chromosome X, en fonction des parametres démographiques sexe-
spécifiques. Dans la partie rouge, le Fsr est plus grand sur les autosomes par rapport au
chromosome X, dans quel cas N est nécessairement plus grand que N, (c’est-a-dire Ny / N >
0.5, avec N la taille efficace totale de la population). Dans la partie bleue, le Fsr est plus petit
sur les autosomes par rapport au chromosome X. La ligne blanche pleine correspond a la

situation ou les deux valeurs de Fst sont égales.

Ainsi, nous pouvons déduire de ce graphique que dans les populations patrilinéaires, ou
le Fsr des autosomes est significativement plus fort que celui du chromosome X, les femmes

ont une taille efficace plus importante que celle des hommes.

Nous avons ensuite voulu comprendre plus précisément quelles combinaisons de
paramétres démographiques sexe-spécifiques (Ny, Nm, my et my,) étaient compatibles avec nos
données. Ainsi, nous avons calculé, dans un modéle de migration en 1ile, quels étaient les Fsr
attendus par locus sur le chromosome X, a partir des Fst par locus sur les autosomes, pour
chaque combinaison de paramétres démographiques sexe-spécifiques. Nous avons comparé¢ ces
valeurs attendues avec les valeurs observées par locus sur le chromosome X. Si les

distributions de valeurs étaient significativement différentes entre elles (test de Wilcoxon

-35-



significatif), alors les paramétres démographiques utilisés pouvaient étre significativement
rejetés (voir les zones bleues sur la figure 7, sous-figures A et B, ci-dessous). Par contre, si les
distributions n’étaient pas significativement différentes entre elles (test de Wilcoxon non
significatif), alors les parameétres démographiques ne pouvaient pas étre rejetés (voir les zones

rouges sur la figure 7, sous-figures A et B, ci-dessous).
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Figure 7: Résultats des tests de Wilcoxon qui déterminent si chaque combinaison de
parametres démographiques est ou non significativement rejetée. A : Populations
patrilinéaires ; B : Populations cognatiques ; les courbes blanches en pointillé correspondent
aux combinaisons de parametres possibles d’aprés les marqueurs du chromosome Y et de

I’ ADN mitochondrial seuls

Si I’on regarde la figure 7-A pour les populations patrilinéaires, nous voyons que la zone
de parametres non significativement rejetés (selon les tests de Wilcoxon, zone rouge)
correspond exclusivement a des tailles efficaces plus fortes chez les femmes que chez les
hommes (N¢/ N> 0.5). D’apres cette méme figure, il parait également fortement probable que
les taux de migration soient plus importants chez les femmes. Pour les populations
cognatiques cependant (figure 7-B), toutes les combinaisons (plus forte migration et/ou taille

efficace des femmes) sont envisageables.

Nous voyons également que les résultats basés sur les marqueurs uni-parentaux seuls
(ligne pointillée sur les figures 7-A et 7-B) sont cohérents avec ceux basés sur les marqueurs

multi-locus (une partie au moins de la ligne pointillée appartient a I’espace défini par la zone
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p > 0.05). Cependant, nous pouvons €galement voir qu’avec ces marqueurs, nous ne pouvions
pas trancher parmi différentes combinaisons possibles de parametres démographiques pour les
populations patrilinéaires. Ainsi, I’analyse des marqueurs multi-locus nous a permis un gain

considérable d’information.

Grace a nos analyses, nous voyons donc que les tailles efficaces, et trés certainement les
taux de migration, sont plus importants pour les femmes que pour les hommes, dans les
populations patrilinéaires mais non dans les populations cognatiques. Nous avons donc pu
mettre en évidence des différences de structure génétique entre les deux groupes de
populations ayant des organisations sociales contrastées. Les différences de migration sexe-
spécifique entre les populations patrilinéaires et cognatiques étaient attendues, du fait que les
premicres sont patrilocales exogames, et que les derniéres sont plutot patrilocales endogames.
Cependant, les différences de taille efficace sexe-spécifique entre ces populations constituent

un résultat original, puisque ce facteur a souvent été négligé dans les précédentes études.

Certains facteurs confondants et/ou limites méthodologiques peuvent étre identifiés dans
notre étude et sont discutés dans 1’annexe 4 (différences de taux de mutation ou de pressions
de sélection entre marqueurs, utilisation du modele en ile), mais il ne semble pas que nos
conclusions puissent étre remises en cause. Les différences de taille efficace entre hommes et
femmes observées dans les populations patrilinéaires peuvent étre expliquées par plusieurs
hypotheses non exclusives (polygynie, plus forte mortalité chez les hommes, différences de
temps de génération entre sexes, etc.), mais nous ne discuterons ici que d’un facteur, celui qui

semble le plus probable : I’organisation sociale patrilinéaire.

Ce type d’organisation sociale s’accompagne en effet souvent d’une dynamique interne
de fusion-fission, particulicrement bien décrite par Neel chez les Yanomama (Neel & Ward,
1970) : quand un village devient trop important, il se scinde en deux villages fils (fission) et
quand au contraire un village devient trop petit, il fusionne avec un autre village (fusion).
Mais cette fusion ne se fait pas aléatoirement, les villages réunis regroupent des personnes
plus apparentées qu’attendus du fait du hasard, apparentement qui suit ’affiliation paternelle.
Ainsi, Chaix et al (2004, 2007) ont montré qu’en Asie Centrale, dans les populations
patrilinéaires, le nombre d’individus portant le méme haplotype du chromosome Y est plus
important que dans les populations cognatiques, conséquence directe de la dynamique interne

de ces populations. De plus, dans les populations patrilinéaires, la transmission culturelle du
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succes reproducteur est probablement transmise majoritairement par voie paternelle, comme
propos¢é pour les descendants de Gengis Khan (Zerjal et al., 2003) ou pour les populations
d’Amérique du Sud (Neel & Ward, 1970). Ce phénomene de transmission culturelle de la
fertilité¢ a ¢galement été associ¢ a une forte réduction de la taille efficace (Heyer et al., 2005).
Il apparait finalement trés probable que, dans les populations patrilinéaires, le regroupement
des hommes apparentés entre eux, ainsi que la transmission paternelle du succes reproducteur,

puissent réduire drastiquement la taille efficace des hommes par rapport a celle des femmes.
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V. Conclusions et perspectives

Nous avons finalement vu que les proximités entre populations d’Asie Centrale sont
liées aux affiliations linguistiques et ethniques, et non pas a leur répartition géographique.
Deux groupes de populations assez bien différenciés co-existent : les populations de langues
indo-iraniennes et les populations de langues turques. Les indo-iraniens semblent étre les
descendants des premiers peuples iraniens installés dans la région au moins depuis le
Neéolithique, et sont caractérisés par une proximité marquée avec les populations de 1’ouest de
I’Eurasie. Ces populations sont assez divergentes entre elles malgré leur proximité
géographique. A 1’inverse, les turco-mongols présentent de fortes proximités avec les
populations d’Asie de I’est, zone probable de leur origine avant leur migration récente au 4™

siécle. Malgré une répartition assez large sur le territoire, ces populations sont génétiquement

extrémement homogenes.

Ces deux groupes de population ont également adopté des organisations sociales
sensiblement différentes. Notamment, les Turco-mongols sont des populations patrilocales
patrilinéaires, avec une tendance a l’exogamie. Les Indo-iraniens sont a l’inverse des
populations patrilocales cognatiques, avec une certaine tendance a 1’endogamie. L’étude
conjointe de marqueurs sur les autosomes et le chromosome X nous a permis de mieux
comprendre les différences démographiques entre sexes engendrées par ces organisations
sociales. Nous avons ainsi pu déduire de notre étude que la patrilocalité, bien qu’elle crée des
taux de migration différents entre hommes et femmes, n’est pas le seul facteur impliqué dans
la structure génétique sexe-spécifique. Nous avons en effet pu montrer que les tailles efficaces
des hommes sont fortement réduites dans les populations patrilinéaires, certainement a travers

I’effet de I’organisation sociale sur la ressemblance entre individus au sein des populations.

Les données génétiques nous ont donc finalement permis d’avancer sur la
compréhension de I’histoire des populations d’Asie Centrale, puisque nous avons montré qu’il
est important de considérer I’effet de la taille efficace pour comprendre les différences sexe-
spécifiques. Cependant, de nombreuses questions se posent encore. De combien la taille
efficace des hommes est réduite par rapport a celle des femmes dans les populations
patrilinéaires ? Cette réduction est-elle variable au sein des populations patrilinéaires, ou est-
elle relativement constante ? Nous ne savons pas non plus quels sont les écarts de taux de

migration entre hommes et femmes dans ces deux groupes de populations patrilocaux. Ces
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questions sont plutét d’ordre quantitatif et nécessitent donc une estimation précise des

parametres démographiques pour chaque population.

Une de nos perspectives est donc maintenant d’utiliser une approche ABC
(Approximate Bayesian Computation, Beaumont et al., 2002), pour estimer ces parametres
démographiques sexe-spécifiques. Cette approche consiste a simuler un grand nombre de jeux
de données sous un modele démographique donné, en tirant les valeurs des parametres de ce
modele dans des distributions a priori. Les données génétiques simulées sont résumées par un
certain nombre de « statistiques résumées », également calculées sur les données observées.
Les distributions a posteriori des parameétres d’intérét du modéle sont obtenues a partir du
sous-ensemble des valeurs des parametres initiaux permettant de retrouver des statistiques
résumées proches de celles observées. La mani¢re de calculer cette proximité et celle
d’estimer les paramétres a partir de ces simulations criblées fait actuellement I’objet de débats
et d’améliorations méthodologiques (Blum & Francgois, 2009). Nous nous intéresserons pour
nos simulations a un mode¢le spatialisé, avec de la migration (sexe spécifique) limitée dans
I’espace. Ce mod¢ele d’isolement par la distance (Malécot, 1973, Rousset, 1997) est plus
réaliste et plus robuste que le modéle de migration en ile que nous avons considéré
précédemment, et qui est englobé dans le modele d’isolement par la distance (dans la limite

ou la forme de la courbe de dispersion tend vers une distribution uniforme).

D’autres questions se posent également sur la mesure dans laquelle ces différences de
taille efficace sont retrouvées dans d’autres populations humaines. D’aprés une analyse a
échelle globale des autosomes et du chromosome X sur les populations du HGDP-CEPH
(Ramachandran et al., 2004), aucune différence de migration ou de taille efficace n’est
nécessaire pour expliquer les données génétiques a cette échelle. Cependant, le fait de grouper
des populations aux organisations sociales différentes peut parfaitement masquer des patrons
existants a une échelle locale. Ainsi, méme si la tendance pousse souvent a la généralisation,
dans le cas de 1’étude de I’interaction entre génétique et organisation sociale, il est important
de se placer a une échelle locale, pour bien définir les populations étudiées. En analysant les
populations du HGDP-CEPH a une échelle plus locale, nous avons en effet trouvé que pour
un sous-groupe de 5 populations du Pakistan présumées patrilinéaires, la structure génétique
est également plus importante sur les autosomes que sur le chromosome X, bien que non
significativement. Ainsi, nous pensons que les études comparatives entre populations aux

organisations sociales contrastées, notamment entre populations patrilinéaires et
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matrilinéaires, seront dans 1’avenir du plus grand intérét, notamment si elles sont basées sur

des analyses multi-locus de plusieurs systémes génétiques.
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CHAPITRE1I. HISTOIRE ADAPTATIVE : ALIMENTATION ET

MODE DE VIE EN ASIE CENTRALE
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I. Introduction

Il s’agit dans cette partie de se demander si certaines caractéristiques génétiques, liées au
régime alimentaire, ont été¢ différemment sélectionnées dans les populations pastorales et
agricultrices actuelles d’Asie Centrale, et depuis quand. Nous allons nous intéresser
uniquement aux adaptations génétiques directement liées aux changements alimentaires, bien
que d’autres fonctions biologiques ont également pu étre affectées par ces changements,
comme les mécanismes de défense face aux pathogenes. L’étude des génes liés a
I’alimentation présente de nombreux intéréts, car 1’alimentation est une source importante et
permanente d’interaction avec I’environnement, et donc une cible préférentielle de la
sélection. De plus, I’alimentation est a I’interface entre culture, biologie et environnement, et
constitue donc un bon modele pour tester si le mode de vie a engendré de fortes différences
d’adaptations entre populations. Dans un premier temps, nous présenterons les grandes lignes
de I’évolution des modes de subsistance, avec notamment un intérét particulier pour
comprendre comment le Néolithique est apparu en Asie Centrale. Ensuite, nous regarderons
quelles différences de régime alimentaire sont attendues entre éleveurs et agriculteurs et quels
geénes ont déja été identifiés comme sous sélection adaptative dans la littérature, afin de

choisir nos genes candidats.

Emergence de la domestication

A la fin du Paléolithique, aux environs de 12 000 BCE, les sociétés humaines étaient
spécialisées dans différents modes de prédation : la chasse, la cueillette et la péche, ou une
combinaison des trois. Puis arrive le Néolithique, transition culturelle majeure définie par la
sédentarisation de certaines populations, avec I’apparition indépendante de plusieurs foyers
de domestication d’animaux et de végétaux, entre 8 500 et 2 500 BCE. Les foyers primaires
de domestication, c'est-a-dire les régions ayant indépendamment adopté la domestication,
sont au minimum au nombre de cinqg : le Croissant Fertile, la Chine, la Méso-Amérique, la
région des Andes / de I’Amazonie et I’Est des Etats-Unis (comme représenté sur la figure 8).
Mais quatre foyers plus tardifs peuvent également étre inclus : au niveau du Sahel, de
I’ Afrique tropicale de 1’Ouest, de 1’Ethiopie et de la Nouvelle-Guinée (pour une revue, voir

Diamond, 2002).
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Figure 8 : Différents foyers de domestication (d’aprés Diamond 2002)

Vu la maniére remarquablement convergente avec laquelle ces foyers, relativement
bien répartis sur tout le globe, sont apparus a des intervalles de temps proches, se pose la
question du contexte qui a engendré ces changements de mode de vie. Il semble que la
sédentarisation, I’augmentation en nombre des populations humaines, et la diminution
probable de la densité du gros gibier liée a des changements climatiques soient autant de
facteurs qui ont conjointement entrainé la diminution des habitats exploitables pour chaque
population, poussant ainsi a trouver de nouvelles sources de nourritures ou de nouveaux
moyens d’en produire. La sédentarité a également certainement favorisé d’importants
développements technologiques, grace au relachement des contraintes migratoires. Il est en
tout cas certain que cette transition de mode de vie n’est pas due a un seul facteur, mais
résulte plutoét de I’interaction de facteurs écologiques, démographiques, technologiques et

culturels pour I’instant assez mal démélés.

Diffusion des foyers de domestication

Ces foyers primaires agropastoraux ont ensuite diffusé progressivement aux alentours,

soit par la colonisation d’individus vers de nouveaux territoires (diffusion démique) soit par
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I’adoption de [I’agriculture par des populations locales au contact de populations
d’agriculteurs (diffusion culturelle) (Ammerman & Cavalli-Sforza, 1973, 1984, Cavalli-
Sforza, 1996). Ce nouveau mode de vie agropastoral s’est en tout cas certainement propagé
en lien avec le milieu rencontré : tandis que diverses formes de culture végétale ont pu étre
facilement pratiquées dans des écosystemes fermés ou boisés, les écosystémes ouverts et
herbeux (déserts, steppes, zones montagneuses) ont plutot favorisé le développement des
¢levages pastoraux. Enfin, dans certains milieux peu propices a 1’agriculture ou 1’¢levage
(foréts denses, aires polaires, milieux insulaires), le mode de vie basé sur la chasse et la

cueillette a été maintenu (Mazoyer & Roudart, 1997).

Le Néolithique en Eurasie

La premicre trace attestée d’agriculture et de pastoralisme vient du « Croissant
Fertile », c'est-a-dire dans les actuels pays du Moyen-Orient (voir figure 8). Il semble dans
cette région que les conditions climatiques ont été responsables d’une baisse de ressources
naturelles entre 9 500 et 8 600 BCE (Harris, 1996). Ont été trouvés dans cette région des
restes de plantes domestiquées : orge, blé, pois, lentilles, lin, datant de 8 000 BCE (Harris,
1996). Vers 7 000 BCE, I’agriculture est apparue a d’autres sites au Levant, ainsi que plus a
I’est dans les montagnes du Zagros (Iran), et au nord en Anatolie (Turquie). Plus
d’incertitude entoure la premic¢re domestication animale, de chévres et moutons, et peu de
preuves, voire aucune, n’atteste de leur présence avant 7 000 BCE. L’¢levage n’intégre de
manicre importante 1’économie qu’a partir de 6 500 BCE, définissant ainsi un mode de
production agropastoral. Plusieurs vagues de diffusion de 1’agriculture partent vers 1’Eurasie
en provenance du Moyen-Orient : une vers le sud-est atteignant le Pakistan vers 7 000 BCE,
une vers le nord-est atteignant le Turkménistan vers 6 000 BCE, et une troisieme vers le nord
atteignant 1’Europe entre 5 000 et 3 000 BCE (Harris, 1996). Notons qu’en paralléele, en Asie
de I’Est, un deuxi¢me foyer de domestication voit le jour vers 6 500 BCE, associant millet,
riz, cochon et poulet, soit séparément en Chine du Nord et du Sud, soit en tant qu’un seul et

méme événement.

Premiéres traces d’agropastoralisme en Asie Centrale

L’agriculture basée sur les céréales (blé et orge), ainsi que le pastoralisme basé sur les
cheévres et les moutons part donc du Moyen-Orient vers le nord-est et s’établit a 1’ouest de

I’Asie Centrale, a la frontiére entre 1’Iran et le Turkménistan, dés 6 000 BCE (Harris, 1996).
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Bien que la présence d’une économie locale antérieure soit possible, la culture trouvée en
Asie Centrale, dite « Jeitun », montre de nombreuses similitudes avec celle venant du Levant
et d’Anatolie et laisse donc penser a une diffusion des especes domestiquées de I’ouest vers
I’est. La question de la diffusion démique ou culturelle n’est ici pas résolue, mais I’arrivée
rapide d’une économie Néolithique développée laisse penser que cette diffusion correspond a
une expansion de populations. Une autre culture agropastorale, plus a I’est (au nord de
I’ Afghanistan et au sud-est du Tadjikistan), connue sous le nom de la culture Hissar, est
¢galement retrouvée dés 6 000 BCE, mais les restes ne ressemblent pas a la culture Jeitun
dans leur culture matérielle. Cette culture est moins bien documentée et ces sites ont pu étre
occupés par des pasteurs ou des agropasteurs. Ils pourraient correspondre a une zone de
domestication locale (Harris, 1996). En conclusion, il apparait que I’agriculture peut avoir
dans la région une origine exogene, comme le suggere la similitude de la culture Jeitun avec

I’ouest, mais aussi endogene, comme le montrent 1’apparition de la culture Hissar.

Emergence du pastoralisme spécialisé en Eurasie

Le pastoralisme spécialis¢ est-il un produit dérivé de 1’agropastoralisme ou est-il apparu
directement a partir d’'un mode vie basé sur la chasse ? La réponse a cette question est
essentielle pour savoir dans quelle mesure les pasteurs et les agriculteurs ont un passé
alimentaire commun, et donc a quel point ils ont subi des contraintes différentes. Nous
pouvons dégager trois hypothéses, non exclusives, qui décrivent différents scénarios pour

I’émergence d’un pastoralisme spécialisé en Eurasie.

1) Tout d’abord, Renfrew (1996) propose que le pastoralisme spécialisé émerge a partir
de I’agropastoralisme de la culture Jeitun, autour du Turkménistan, donc nécessairement
apres 6 000 BCE. Cette premicre hypothése se base sur des données linguistiques et est

totalement spéculative.

2) Le pastoralisme peut €galement étre apparu dans la région de la Volga (en Ukraine),
ou les premicres évidences d’utilisation des chevaux pour la monte dans des populations
agropastorales sont datées autour de 5 000 BCE (culture kourgane, Anthony & Brown,
1991). La culture kourgane est caractérisée par des tumulus, ¢’est-a-dire des monticules de
terre et de pierre recouvrant une ou plusieurs tombes, qui ne sont autres que des chambres

funéraires réservées aux ¢€lites de la société nomade, comprenant souvent des chevaux et des
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chariots. Cette culture est donc également bien connue pour étre responsable de 1’invention
des véhicules a roue entre 3 000 et 2 200 BCE (Anthony & Vinogradov, 1995). La culture
kourgane a ensuite diffusé vers le nord et I’ouest de 1I’Europe, entre 4 300 et 2 800 BCE
(Gimbutas, 1991), et a fini par s’étendre des montagnes de 1’Altai jusqu’en Bulgarie. Selon
cette deuxiéme hypothése, le pastoralisme spécialisé serait donc également apparu a partir

d’agropastoralisme plus ancien, mais cette fois-ci dans la région de la Volga.

3) Une troisieme forme de transition vers un pastoralisme spécialisé est également
envisageable. En effet, au Kazakhstan, ont été trouvés deés 3 500 BCE des restes de chevaux
domestiques, ainsi que des preuves d’utilisation de brides pour les chevaux (Outram et al.,
2009). Or dans la région, les cultures énéolithiques (entre le néolithique et I’Age de Bronze),
comme la culture Botai des steppes centrales (3 700-3 100 BC), laissent peu de trace d’une
¢conomie basée sur I’agriculture (Kislenko & Tatarintseva, 1999). Les sociétés d’Asie
intérieure comme les Atbasar ou les Afanas’ev (~3 000 BC) au Nord Est des steppes étaient
principalement des chasseurs-pécheurs, avec un ¢élevage bovin limit¢ (Khlobystina, 1973,
Shilov, 1975, Vadetskaya, 1986). De méme, dans la région de 1’Altai Mongol, des
excavations récentes ont permis de démontrer que, tandis que les représentations artistiques
humaines avant I’Age de Bronze font référence a des scénes de chasse (Tseveendorj et al.,
2005), la culture semi-nomade Pazyryk, rattachée a la culture Kourgan évoquée plus tot, est
bien représentée pendant 1’Age de Bronze (Jacobson-Tepfer, 2008). Les représentations
artistiques montrent en outre qu’a cette période, 1’utilisation des chevaux est liée a la chasse
et non a 1’¢levage ou le transport, tandis que les yaks remplissent ce dernier role (Jacobson,
2001). Etant donné qu’il n’y a pas eu d’agriculture dans cette région a cette période, il semble
bien que les populations de chasseurs-cueilleurs et pécheurs se sont directement spécialisés
dans le pastoralisme, bien que ce mode de vie a surement été adopté par diffusion a partir
d’autres populations déja pastorales a 1’ouest de la Sibérie (Vadetskaya, 1986, Anthony,
1998, Alekseev et al., 2001). Ce troisieme modele diverge donc fortement des deux
précédents modeles proposés puisqu’il témoigne d’une transition directe de la chasse / péche
/ cueillette vers le pastoralisme spécialisé¢ dés 3 500 BCE, avec une possible adoption par
diffusion culturelle ou démique a partir d’autres cultures pastorales comme la culture

Kourgan, qui s’est étendue jusqu’a 1’ Altai.
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Evolution du pastoralisme en Asie Centrale

Bien que les premicres traces de domestication semblent dater de 3 500 BCE au
Kazakhstan, la faune de la région montre que le pastoralisme basé sur 1’exploitation de
chevaux, de vaches et de moutons, est devenu prédominant seulement autour de 2 000 BCE

(Tsalkin, 1964).

Dans la région de 1I’Altai Russe (a la frontiere du Kazakhstan, de la Chine et de la
Mongolie), des restes funéraires témoignent de la continuité du pastoralisme entre ’Age de
bronze récent et moyen (entre 1 500 et 1 000 BCE, Khazanov, 1994). Ces résultats incluent
I’apparition réguliere d’os de moutons, de vaches et de chevaux, ainsi que 1’apparition de
récipients de céramique dont la forme et la substance indiquent le stockage de viande et de
produits laitiers. Autour d’environ 1 000 BCE, la sépulture Arzhan I (restes de 300 chevaux
et de brides en bronze), ainsi que d’autres célébres sépultures associées a la culture Pazyryk
(600-300 BCE), attestent également des transformations du mode de vie (Gryaznov, 1980).
D’autres objets suggérent également I’importance de 1’élevage des ovins dans cette

économie, ainsi qu’une dépendance continue a la chasse.

A la frontiere entre le Kazakhstan et le Kirghizistan, des excavations datant de I’Age du
Bronze, entre 2 500 et 1 000 BCE, indiquent que les populations avaient un mode de vie
pastoral de type transhumant vertical, basé majoritairement sur 1’¢levage de moutons et de
vaches (Frachetti, 2008), donc sur différentes especes que dans les cultures précédemment
décrites. Ces résultats sont basés sur le pourcentage écrasant de restes de faune domestique
comparée aux restes d’animaux sauvages. Il n’y a pas dans cette zone de trace de stratégie
alternative de subsistance, comme la culture de plantes. Les sols de cette vallée sont en effet
pauvres et peu propice a la culture de végétaux. Cependant, plus tardivement, entre 1 000
BCE et 500 CE, les restes de 3 sites datant de ’Age de Fer et occupés par des populations
nomades nous livrent d’autres résultats. Les analyses archéo-zoologiques et archéo-
botaniques indiquent en effet que ces populations pratiquaient a la fois 1’¢levage (vache,
mouton, chevre, chevaux et peut-&tre chameaux) et I’agriculture (millet, blé, orge et peut-Etre
riz), couplés a une transhumance verticale de courte distance (Chang et al., 2003). A un des
trois sites, la culture du riz augmente entre 415 BCE et 75 CE tandis qu’a un autre site, celle
du millet s’intensifie entre 775 et 40 BCE. Enfin, au dernier site, trés peu de céréales ont été

retrouvées, indiquant que 1’¢élevage a ici été prédominant sur 1’agriculture.
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Ce patron « multi ressources » est également retrouvé actuellement chez les Yomut
Turkménes ou encore chez les Baloutches. Il y est interprété comme une stratégie hautement
adaptative, de par une meilleure flexibilité face aux contraintes extérieures (Iron, 1974). Les
Yomut Turkmeénes sont en effet composés a la fois d’agriculteurs nomades et d’éleveurs
nomades, mais qui adhérent a une organisation sociale commune et dont les deux modes de
production peuvent étre flexibles. Ainsi, nous pouvons imaginer que certaines fluctuations des
conditions du milieu ont favorisé un changement de ressources entre la culture de céréales et

I’¢levage chez les habitants du Sud Est du Kazakhstan a I’ Age de Fer.

En résumé, il apparait que le pastoralisme spécialis¢ a pu apparaitre soit directement a
partir de stratégies mixtes agropastorales existantes (comme a partir de la culture Jeitun aux
environs du Turkménistan ou dans la région de la Volga, avec la culture Kourgan vers 4 000
BCE), soit directement a partir de la chasse et de la péche (comme dans les steppes Nord
Asiatiques avec la culture Botai, vers 3 500 BCE). Finalement, la possibilit¢ de variations
temporelles de stratégies de subsistance suggere une flexibilité importante qui a pu créer des
stratégies ‘multi-ressources’. Ainsi plusieurs types de transition vers le pastoralisme ont
existé, et méme une fois adoptés, ces modes de vie ont assurément changé de manicre

complexe au cours du temps.

Conséquences de la révolution Néolithique sur les régimes alimentaires

La domestication a profondément changé le régime alimentaire des populations
humaines. En effet, chez les agriculteurs, la diminution observée du taux de croissance des
individus, la réduction de la stature adulte et de la taille des dents sont autant de marqueurs du
statut nutritionnel qui témoigne d’importances carences alimentaires dans ces populations, qui

ont constitué de fortes pressions de sélection (Larsen, 1995).

Au Paléolithique, ’alimentation était majoritairement basée sur un régime riche en
protéines (viande), en fibres (fruits et légumes) et pauvre en glucides (Cordain et al., 2005).
Les contraintes alimentaires étaient surtout les quantités limitées de nourriture obtenues par
prédation, ainsi que les variations saisonniéres ou annuelles entre périodes d’abondance et de
famine. Chez les nouveaux éleveurs du Néolithique, le régime alimentaire n’a pas été

radicalement transformé, puisqu’ils ont continué a baser une importante part de leur régime
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alimentaire sur les protéines animales, et certainement a &étre limités par les quantités de
nourriture, avec toujours peu de glucides. La domestication animale a tout de méme amené a
la consommation d’un nouvel aliment : le lait. Par contre, une réelle transition a eu lieu plus
9éme

tard pour ces populations : la révolution industrielle, au 1 siécle, qui a amené de

nouveaux types d’aliments, notamment denses en calories, et surtout en abondance.

Au contraire, pour les premiers agriculteurs du Néolithique, la transition vers leur
nouveau mode de vie n’a pas été sans contraintes. En effet, leur alimentation s’est beaucoup
spécialisée, entrainant des carences liées a un manque de diversité alimentaire. Leur nouvelle
dépendance forte sur les produits de I’agriculture, notamment sur les céréales, a eu pour
conséquence une certaine période de maladaptation, et donc de changements physiologiques
importants. La forte proportion de glucide dans leur alimentation (a travers la consommation
de céréales), au détriment des protéines, a complétement modifi¢ le type de régime
alimentaire et les contraintes associées. L’arrivée de nouveaux aliments comme les céréales a
¢galement créé de véritables défis physiologiques, notamment pour réussir a digérer ces
sucres complexes et a en tirer de I’énergie. Ainsi, bien que la révolution industrielle ait
¢galement par la suite fortement affecté ces populations, a travers la richesse calorique des
aliments et leur abondance, cette transition récente a peut-étre ét€ moins brutale que pour les
¢leveurs. Notons ¢également qu’il n’est pas rare que les populations pastorales, malgré leur
mode de vie nomade qui les empéche de pouvoir directement produire leurs propres

ressources agricoles, procédent a des échanges de nourriture avec les agriculteurs.

Objectifs de cette étude : adaptations génétiques liées a I’alimentation

Les genes liés au métabolisme ont donc pu étre 1’objet de conflits évolutifs majeurs, liés
au fait qu’ils ont été sélectionnés sur une période de temps suffisamment longue pour étre
adaptés a un régime alimentaire donné (le mode de vie basé sur la chasse et la cueillette
constitue 95% du passé de I’ Homme moderne), et qu’ils se sont retrouvés par la suite dans
des régimes alimentaires totalement nouveaux. La conséquence de ces changements culturels
rapides est, entre autres, 1’émergence d’un ensemble de maladies nouvelles, appelées
« maladies des civilisations », qui inclue notamment le diabéte de type II, 1’obésité, les
maladies cardio-vasculaires et I’hypertension. . La détection de pressions de sélection sur des

genes liés au métabolisme nous permet de comprendre quels geénes ont été importants pour
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notre survie dans le passé, et par conséquent lesquels sont probablement li¢s a des maladies
actuelles, et peut donc, de fait, avoir des retombées intéressantes pour les sciences médicales.
I1 s’agit donc ici d’explorer les adaptations locales qui peuvent avoir différencié les éleveurs
et les agriculteurs dans le passé, pour mieux comprendre la variabilité présente en termes de

prévalence de maladies.

Approches méthodologiques

Deux grandes catégories de méthodes permettent de détecter des traces de sélection dans
le génome humain : I’approche de « scans génomiques » et I’approche de « génes candidats ».
Les scans génomiques ont pour principe de chercher des traces de sélection dans le génome,
sans a priori sur les endroits qui vont préférentiellement étre soumis a de la sélection (Storz,
2005). 11 s’agit donc de trouver des marqueurs génétiques ou les niveaux de diversité
contrastent avec le reste du génome, notamment des zones de trés forte différenciation
génétique entre populations, si ’on cherche a détecter de I’adaptation locale. Ces approches
ont pour avantage de s’affranchir de toute connaissance préalable sur les fonctions
biologiques des marqueurs génétiques, mais elles ne permettent toutefois pas de comprendre
précisément les mécanismes évolutifs qui sont a I’ceuvre dans les régions identifiées comme
étant sous sélection, puisque ces régions ne sont pas forcément caractérisées d’un point de vue
fonctionnel. De plus, cette approche peut engendrer un important taux de faux positifs (Akey,
2009).

L’approche génes candidats est plus directe, puisqu’elle teste explicitement certains
genes considérés comme de bonnes cibles potentielles de la sélection naturelle, et, en ayant
des a priori sur les résultats attendus sous différentes hypothéses, elle permet de faire des
inférences sur les processus évolutifs qui ont abouti a la diversité génétique observée. Elle est
cependant également plus limitée, puisqu’elle ne peut choisir que des cibles préalablement
identifiées par des études fonctionnelles. Cependant, les données fonctionnelles sont
nombreuses chez I’Homme, et les candidats ne manquent pas. Notre but est également, si I’on
confirme un candidat, de pouvoir dater I’événement qui a différencié les populations et donc

d’obtenir des informations sur la transition Néolithique en Asie Centrale.

-51 -



Choix des génes candidats

Nous pouvons identifier trois composants alimentaires qui différencient fortement les
agriculteurs des ¢éleveurs : le lait, la viande et les céréales. Nous allons donc séparer cette
étude en trois parties, reflétant ces différences de régime alimentaire.

Tout d’abord, nous allons étudier le cas d’école de la lactase, I’enzyme responsable de la
digestion du lactose, dont les fréquences alléliques semblent étre corrélées au mode de vie
(Holden & Mace, 1997), et qui a été identifi¢ comme étant fortement sous 1’action de la
sélection naturelle (International Hap Map Consortium, 2005, Bersaglieri et al., 2004,
Tishkoff et al., 2007). Nous allons ensuite tester une mutation sur un gene lié a la digestion de
la viande (4AGXT), mutation également identifiée comme potentiellement sélectionnée en lien
avec le mode de vie (Caldwell ef al., 2004). Finalement, nous allons étudier plusieurs genes
associés au diabéte de type II (exces de sucre dans le sang), donc liés a I’assimilation de
glucides. Cette maladie ne présente en effet pas les mémes prévalences dans toutes les
populations et certaines hypothéses évolutives ont proposé¢ un réle de ces geénes dans
I’adaptation aux conditions alimentaires passées, en lien avec le mode de vie (Neel, 1962,

Neel, 1992, Brand Miller & Colagiuri, 1994, Colagiuri & Brand Miller, 2002).

Le geéne de I’amylase (digestion de I’amidon, stock des glucides dans les végétaux) a
¢galement ¢été identifié comme li¢é au mode de vie (Perry et al., 2007). Nous avons obtenu
pour ce gene les premicres données en Asie Centrale, mais I’interprétation de ces résultats
nécessite ’obtention de données supplémentaires venant d’autres populations. Ainsi, les

premiers résultats sur ce géne ne seront pas présentés dans cette these.
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II. Adaptation a la consommation de lait ?

A. Problématique

La lactase, enzyme codée chez ’Homme par le gene LCT sur le chromosome 2 et
produite par I’intestin gréle, a pour fonction de digérer le lactose, composant principal du lait,
c'est-a-dire de le transformer en glucose et galactose qui sont assimilables par notre
organisme. Chez les mammiferes, ’activité de la lactase est maximale en début de vie, puis sa
production diminue a la fin du sevrage pour enfin disparaitre, a environ 5-7 ans chez
I’Homme. Ainsi, en général, la consommation de lactose a I’dge adulte non seulement
n’apporte aucun bénéfice nutritif, mais en plus peut provoquer des troubles intestinaux.
Cependant, il a ét¢ montré que chez I’Homme, certains individus présentent une persistance
da la lactase, c'est-a-dire que leur lactase ne décroit pas en activité et qu’ils peuvent digérer le
lactose toute leur vie en bénéficiant de ses apports nutritifs (Durham, 1991). Ces individus

représenteraient environ 45% de la population mondiale (Ingram et al., 2009).

La fréquence de ces individus n’est cependant pas la méme dans toutes les populations
humaines : elle est trés forte en Europe du Nord (90-100% en Suede, Ross et al., 2006) et en
Irlande (96%, voir Holden & Mace 1997), ponctuellement en Europe de 1’Ouest et Centrale
(87% en République Tcheque, voir Holden & Mace, , 1997), dans les populations pastorales
autour du Sahara (~80-90% chez les Touaregs, les Bédouins, les Beja et les Peuls, voir
Holden & Mace, , 1997), et plus au Sud-est de I’ Afrique (90% chez les Tutsi, voir Holden &
Mace, , 1997). Cette fréquence décroit ensuite progressivement autour de 30-60% dans de
nombreuses populations Africaines et Européennes. En Asie, ces fréquences sont moins
¢levées, avec les plus fortes valeurs autour de 50%-60% dans certaines populations du
Pakistan (Brahui, Baloutche, Makrani, Sindhi, Pathan), 44% chez les Punjabi (en Inde et au
Pakistan), et 30% au Sri Lanka (Bersaglieri et al., 2004, Holden & Mace, 1997). Dans le reste
de I’Asie, les fréquences sont plutot trés faibles (0-8% en Chine, Wang et al., 1984,
Bersaglieri et al., 2004, 2% en Thailande, Holden & Mace, 1997), tout comme en Amérique
(0% chez les Apaches, et les Hopi, 5% chez les Pima Holden & Mace, 1997).
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Signatures de la sélection sur le géne de la lactase

Les mutations responsables de ce changement d’expression de la lactase ont été bien
identifiées : pour les populations européennes, il s’agit de la mutation dominante C/T -13.910
(rs4988235), dans le gene MCM6 en amont du gene de la lactase (Enattah et al., 2002); pour
les populations africaines, il s’agit de la mutation G/T -14.010, située a 100 paires de bases de

la mutation européenne (Tishkoff et al., 2007).

En utilisant la diversité génétique de marqueurs autour de ces mutations, il a été estimé
que ces mutations sont fortement sous sélection (voir tableau 2 ci-dessous). Pour la population
du CEPH (résidents de I’Utah originaires de 1’Europe du nord et de I’ouest, dont I’abréviation
est CEU), les coefficients de sélection sont compris entre 0.01 et 0.15 et ’apparition de la
mutation date d’il y a 2 200 & 20 700 ans’ (Bersaglieri e al., 2004). Pour la population
scandinave, I’expansion de la mutation date d’il y a 1 600 a 3 200 ans, avec des coefficients
de sélection compris entre 0.09 et 0.19 (Bersaglieri et al., 2004), et pour la population
portugaise et italienne, elle est datée d’il y a 5 900 a 28 400 et 3 400 a 42 200 ans,
respectivement (Coelho ef al., 2005).

En Afrique, les coefficients de sélection ont été estimés pour 6 groupes de populations
(Tishkoff et al., 2007). Ils sont majoritairement compris entre 0.02 et 0.14, avec des dates
variables entre populations, comprises entre 1 200 et 6 000 ans pour les plus jeunes, et entre
2 200 et 18 500 ans pour les plus anciennes (voir tableau 2 ci-dessous). Ces signatures
moléculaires de sélection sont parmi les plus fortes trouvées sur tout le génome humain

(International Hap Map Consortium, 2005).

> 11 faut noter que les estimations de début d’expansion des mutations se référent au présent. Donc par exemple,
une expansion datée entre 2 200 et 20 700 ans correspond a entre 18 700 et 200 BCE
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Population Coe’fficignts* de Age d'expansion Référence

sélection (intervalles)*
CEU (0,014-0,150) (2 188-20 650) | Bersaglieri et al, (2004)
CEU 0.039 (0,012-0,107) | 9323 (2232-19228) |Tishkoff et al, (2007)'
Scandinavie (0,090-0,190) (1 625-3 188) |Bersaglieri et al, (2004)
Portugal - 9370 (5940-17 190) |Coelho et al, (2005)*
Italie - 8 315 (3 440-27 690) |Coelho et al, (2005)
Kenya-Afro-Asiatic 0.070 (0,022-0,142) | 2966 (1215-6827) |Tishkoff et al, (2007)'
Kenya-Nilo-Saharan 0.035 (0,008-0,080) | 6925 (2232-18 496) |Tishkoff et al, (2007)'
Tanzania-Afro-Asiatic 0.053 (0,018-0,130) | 5956 (1 575-13 054) |Tishkoff et al, (2007)'
Tanzania-Nilo-Saharan 0.070 (0,023-0,143) | 3757 (1 344-9 087) |Tishkoff ez al, (2007)’
Tanzania-Niger-Kordofanian | 0.077 (0,026-0,142) | 2778 (1219- 6 049) |Tishkoff et al, (2007)"
Tanzania-Sandawe 0.043 (0,005-0,132) | 5717 (1296-17971) |Tishkoff et al, (2007)’

* Pour Tishkoff ef a/ (2007) et Coelho ef al (2005), les intervalles de confiance a 95% sont donnés entre
parenthéses. Coelho ef a/ (2005) consideérent une croissance rapide a priori et n’estiment donc pas de coefficients de
sélection. Pour Bersaglieri ef al (2004), les données entre parenthéses correspondent aux estimations pour des
tailles efficaces de population entre 500 et 5 000 ;

! Selon I'estimation par modéle dominant ; > Selon les estimations avec recombinaison et avec des mesures directes

de taux de mutation des microsatellites

Tableau 2: Différentes estimations de coefficients de sélection et de dates d’expansions sur les mutations européennes et africaines associées a la

persistance de la lactase
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L’hypothése « historico-culturelle »

Les premicres ¢évidences d’utilisation de lait (traces résiduelles de lait sur les
céramiques) datent de 6 500 BCE au Nord de I’actuelle Turquie, puis autour de 6 000-5 000
BCE en Europe de I’Est et vers 4 000 BCE en Bretagne (Evershed et al., 2008). Ces traces
anciennes montrent que le lait n’était pas stocké sous forme crue mais sous forme
transformée. En Afrique, nous n’avons pas de telles preuves, mais nous savons que la vache a
¢té domestiquée en Egypte entre 9 000 et 7 700 BCE (Tishkoff et al., 2007), et que les
premiceres indications d’un mode de vie pastoral plus au Sud du Sahara datent de 4 500-3 300
BCE (Gifford-Gonzales, 2005, Ambrose, 1998). Il a donc été proposé que les mutations
permettant de digérer le lait & 1’age adulte ont été sélectionnées positivement au Néolithique,
quand le lait d’autres espéces animales est devenu une source importante de 1’alimentation :

c’est I’hypothese « historico-culturelle » (Simoons, 1969, Simoons, 1970, McCracken, 1971).

Il s’agirait d’un cas exemplaire de co-évolution bio-culturelle : un changement culturel
(la consommation de lait frais a 1’age adulte) aurait engendré une forte pression de sélection
du phénotype PL (persistance de la lactase), aboutissant ainsi a une modification biologique.
Sous cette hypothese, les porteurs de la mutation seraient avantagés de par leur capacité a tirer
un bénéfice nutritionnel de la consommation du lait. Les non-porteurs de cette mutation
pourraient également étre contre-sélectionnés a cause des troubles digestifs associés a la
mauvaise digestion du lait dont les diarrhées, connues comme source importante de mortalité

chez les enfants, mais cette hypothese est plus controversée (Scrimshaw & Murray, 1988).

Au final, les populations utilisant le plus de lait frais d’animaux domestiques,
notamment les populations pastorales, devraient présenter les plus fortes fréquences de ces
mutations. Cependant, la majorité des populations d’agriculteurs sont en fait agropastorales et
présentent une dépendance entre 10% et 40% sur le pastoralisme (Murdock, 1967 , Murdock
& White, 2006). De plus, certaines populations agropastorales sont dépendantes d’animaux
dont le lait n’est pas utilisé (comme les cochons), tandis que d’autres sont bien connues pour
transformer leur lait par fermentation (comme les cultures méditerranéennes par exemple, par
rapport a ’Europe du Nord qui consomme plutot du lait frais). Il n’est donc pas forcément
pertinent de différencier les populations de maniére binaire agriculteurs / éleveurs, mais plutot

de les caractériser par leur pourcentage de dépendance au produits laitiers, comme 1’ont fait
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Holden et Mace (1997), d’apres les données de Murdock et White (2006). De telles données

ne sont cependant pas disponibles pour toutes les populations.

Des exceptions ?

Bien que I’attendu sous cette hypothése évolutive soit assez clair, la situation, elle, ne
I’est pas toujours, et de nombreuses exceptions sont observées, dans les deux sens. En Afrique
notamment, certains groupes ethniques pastoraux ayant un régime alimentaire fortement basé
sur les produits laitiers n’ont pas une fréquence élevée de lactase persistance. C’est par
exemple le cas des Dinka et Nuer au Soudan (respectivement 22% et 25% de PL, Bayoumi et
al., 1982)) et des Somaliens en Ethiopie (24% de PL, Ingram, 2008). De la méme maniére, les
Samis, populations pastorales d’¢leveurs de renne en Europe du Nord, ont par exemple entre
40 et 75% de PL, selon les différents groupes (Kozlov & Lisitsyn, 1997), ce qui est bien
moins ¢élevé que dans la population générale Suédoise (91% de PL, Ross ef al., 2006). Ainsi,
les fréquences du phénotype PL ne sont pas toujours bien corrélées au mode de vie pastoral.

Dans le cas des Samis cependant, nous savons que le lait de renne est assez pauvre en
lactose (2.4%) et que les Samis ne I’ont slirement utilis€ que de maniere limitée (Haglin,
1991), au cours des 1 000 dernicres années (Kozlov & Lisitsyn, 1997). Mais la question est ici
de savoir pourquoi nous observons une fréquence du phénotype PL si ¢élevée chez les autres
populations européennes qui sont seulement partiellement pastorales ? Nous avons vu que
dans les populations scandinaves, en effet, les coefficients de sélection estimés (s = 0.09-0.19)
suggerent une trés forte pression de sélection assez récente (il y a 1 600-3 200 ans). Ce n’est
donc pas vraiment compatible avec 1’hypothése historico-culturelle. Pour tenter d’expliquer
les nombreux cas de non-concordance entre mode de vie et fréquence de PL, des hypothéses

alternatives ont vu le jour.

Hypothéses évolutives alternatives

Une autre hypotheése a été formulée par Flatz & Rotthauwe (1973). Selon cette
hypothese, dans les environnements situés a haute latitude, ou il y a peu d’ensoleillement, la
consommation de lait pourrait constituer un apport en calcium important, dans des
populations souffrant souvent de déficiences en vitamine D et de rachitisme. Cette hypothése
est confortée par les fortes fréquences de PL trouvées en Europe du Nord. Cependant, dans

ces environnements a haute latitude, il y a également un climat plus froid, ce qui pourrait
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faciliter une consommation de lait frais plutdt que fermenté, et donc constituer un facteur

confondant.

Finalement, une troisiéme hypothése a été proposée, celle de 1’absorption en eau et en
¢lectrolytes que permet la digestion du lait, engendrant ainsi une nouvelle source
d’hydratation sans risque de contamination, dans des environnements secs et arides (Cook &
al-Torki, 1975, Cook, 1978). Cette hypothese se base donc plutdt sur la forte contre-sélection
des individus n’ayant pas la mutation favorable, qui présentent des diarrhées importantes s’ils
consomment du lait. Cette hypothése se justifie par les importantes fréquences trouvées en
Afrique dans les populations vivant autour du Sahara dans des zones désertiques. Cependant,
le pastoralisme est souvent une adaptation aux milieux semi-arides ou 1’agriculture ne peut
pas facilement étre mise en place a cause des épisodes de sécheresse, et sa distribution

recouvre donc au moins partiellement celle des zones arides.

Il est intéressant de noter que méme si ces deux hypothéses peuvent aider a comprendre
pourquoi certaines populations ne pratiquant pas de pastoralisme présentent des fréquences
fortes de PL, elles n’expliquent en rien pourquoi certaines populations pastorales ont une

fréquence faible de PL.

Holden & Mace (1997) ont justement testé la capacité de ces trois hypothéses a
expliquer le patron global de PL, en étudiant les fréquences du phénotype PL dans 62
populations, pour lesquelles les niveaux de pastoralisme, d’ensoleillement et de sécheresse
¢taient disponibles. Ces auteurs ont testé la contribution respective de ces facteurs en tenant
compte de la non-indépendance des populations du fait de leur histoire partiellement
commune, facteur quantifi¢ par la ressemblance génétique sur le reste du génome. Cette étude
a montré que, malgré la non-concordance entre mode de vie et fréquence de PL dans certaines
populations (notamment les Mongols, les Hazara-Tajiki, les Dinka, les Nuer et les Herero),
I’hypothese historico-culturelle explique de manicre satisfaisante les fréquences de PL, sans
qu’aucune des deux autres hypothéses ne permette d’améliorer le modéle correspondant a la
premicere hypothese seule. Itan ez a/ (2009) sont également arrivés a la méme conclusion avec

une ¢tude récente sur les populations européennes.
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Persistance de la lactase en Asie ?

C’est dans tous les cas un bel exemple d’évolution convergente, ou deux mutations
ayant la méme fonction ont été sélectionnées indépendamment, en Europe et en Afrique. Mais
qu’en est-il en Asie, ou le pastoralisme est tout de méme extrémement bien représenté par les
populations des steppes, comme les populations mongoles, sibériennes (Evenk, Kizhi) et
d’Asie Centrale, typiquement pastorales (voir figure 9 ci-dessous) ? Les récents travaux
d’Outram (2009) montrent en effet qu’au Kazakhstan, les chevaux sont utilisés depuis au
moins 3 500 BCE pour leur lait. De plus, le lait de jument est de loin un des plus concentré en
lactose, notamment de moiti¢ plus que celui des vaches (70g/L chez la jument pour 50 g/L
chez la vache, Sharp, 1938). Dans cette région de pastoralisme par excellence, il est donc
particuliérement intéressant de se demander quelle a été 1’évolution génétique et phénotypique

de la persistance de la lactase.

Masai
and

' Kikuyu

Fulus

Figure 9: Carte mondiale montrant les régions traditionnellement pastorales en orange

(produite par Dennis O’Neil, http://anthro.palomar.edu/subsistence/sub_3.htm)

La seule étude phénotypique effectuée dans la région, a I’Est de 1’Asie Centrale (Wang
et al., 1984) montre qu’étonnamment, deux populations traditionnellement consommatrices
de lait (des Mongols de Mongolie intérieure et des Kazakhs du Nord-est de la Chine), ne
présentent pas de fortes fréquence de PL (respectivement 12.1% chez les Mongols et 23.6%
chez les Kazakhs), ne les différenciant que peu de I’échantillon d’agriculteurs chinois (7.7%).

Cependant, cette étude ne permet pas de savoir si ces populations présentent la mutation
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causale européenne ou africaine et en quelle fréquence, ni si cette mutation est ou non sous

sélection et depuis quand.

Mission de terrain en Asie Centrale

Ainsi, Evelyne Heyer et Patrick Pasquet, en collaboration avec 1’équipe de « Génétique
des populations, structuration, sé€lection, spéciation » dirigée par Miche Veuille (UMR 7205
CNRS-MNHN), ont effectué une mission en Asie Centrale dans 1’aire de Boukhara, ou de
nombreux restes Néolithiques ont été trouvés (Brunet, 1999). Cette mission a eu pour objectif
de récolter des données phénotypiques dans deux populations d’Asie Centrale : des Kazakhs
traditionnellement éleveurs (n = 80), et des Tadjiko-Ouzbeks agriculteurs (n = 100) afin de
mesurer le niveau de PL et de le corréler aux polymorphismes génétiques dans le géne de la
lactase pour les mémes individus. Pour I’étude phénotypique, trois différents critéres ont été
récoltés pour déterminer le statut de PL, aprés ingestion d’une dose de 50g de lactose :
I’augmentation d’hydrogéne dans 1’air expiré, I’augmentation de glucose dans le sang, et
I’augmentation de syndromes gastro-intestinaux ressentis par les individus. Cette étude
montre tout d’abord que la fréquence de PL n’est pas tres élevée dans les deux populations, et
légérement supérieure chez les éleveurs, bien que non significativement (respectivement
31.3% chez les Kazakhs et 21.8% chez les Tadjiko-Ouzbeks, p = 0.16). La fréquence de la
mutation dominante -13.910 préalablement identifiée dans les populations européennes est de
15.7% et 10%, respectivement chez les Kazakhs et les Tadjiko-Ouzbeks. Le phénotype PL est
de plus significativement corrélé a cette mutation (test de Fisher, p < 10-8 pour les deux
ethnies), puisque 92% des Tadjiko-Ouzbeks et 94% des Kazakhs sont de phénotype PL avec
le génotype CT ou TT, ou de phénotype non PL avec le génotype CC. Au total dans les deux
ethnies, seuls neuf individus sont de phénotype PL alors qu’ils ont le génotype CC. Six d'entre

eux ont été séquence et ne présentent pas la mutation -14.010 africaine.

Objectifs de cette étude

Ces premiers résultats suggerent qu’en Asie Centrale, 1’¢tude du génotype de la
mutation -13.910 nous informe sur le phénotype de persistance de la lactase de ces
populations. Il nous a donc semblé intéressant de connaitre 1’hétérogénéité de la fréquence de
cette mutation dans différentes populations d’éleveurs et d’agriculteurs en Asie Centrale, pour
voir si sa faible fréquence est retrouvée a une échelle ethnique plus large. Ceci nous

permettrait également de tester si la fréquence de la mutation varie entre différents types
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d’éleveurs nomades d’Asie Centrale ayant potentiellement des modes de consommation de
lait variés, par exemple entre les éleveurs des steppes comme les Kazakhs, les éleveurs des

montagnes comme les Kirghiz et les Turkmeénes mi-¢éleveurs mi-agriculteurs.

De plus, par rapport aux autres populations asiatiques qui ont une fréquence trés faible
de PL, la fréquence de 31.3% chez les Kazakhs est relativement élevée et il semble important
d’estimer I’intensité de la sélection sur cette mutation et de dater le début de son expansion,
pour mieux comprendre quelle pression de sélection a constitué¢ la consommation de lait en

Asie Centrale, et depuis quand.
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B. Matériel et méthodes

1) Populations échantillonnées

En incluant les 180 individus déja décrits plus haut, nous avons estimé la fréquence de la
mutation -13.910 pour 617 individus au total, répartis dans 18 populations d’Asie Centrale
(parmi les 26 populations précédemment décrites dans le tableau 1 et représentées sur la
figure 10 ci-dessous selon leur mode de subsistance). Il s’agit de 392 individus dans 11
populations d’éleveurs traditionnellement nomades : 135 individus kirghiz (dans cinq
populations), 128 individus kazakhs (dans deux populations), 45 individus karakalpaks (dans
deux populations), 46 individus turkmeénes (dans une population), 38 individus ouzbeks (dans
une population), ainsi que 225 individus dans sept populations d’agriculteurs sédentaires : 125
individus tadjiks (dans six populations) et 100 individus tadjiko-ouzbeks (dans une

population).

Mode de subsistance
@ Agriculteurs sédentaires

@ Eleveurs semi-nomades

Figure 10 : Répartition des 26 populations échantillonnées en fonction de leur mode de

subsistance. Source : Sylvain Théry.
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2) Biologie moléculaire

L’ADN a ét¢ extrait a partir de sang ou de salive par une méthode standard d’extraction
au phénol-chloroforme (Maniatis et al., 1982). Les réactions de PCR (Polymerase Chain
Reaction) ont été faites dans un volume final de 10uL composé de tampon Eppendorf 1X, de
125uM de chaque dNTP, 0.25U de Taq polymérase Ependorf, 160nM de chaque primer et
10ng d’ADN. Nous avons utilisé les primers Lac-C-L2 CTGCTTTGGTTGAAGCGAAGAT
et Lac-C-M-U GCTGGCAATACAGATAAGATAATGGA introduisant un site de restriction,
comme décrit précédemment (Enattah et al., 2002, Mulcare et al., 2004). Les PCR ont été
effectuées dans le Master Cycler Eppendorf, avec une phase initiale de dénaturation de 5
min a 95°C; suivie par 30 cycles de 1 min a 95°C, 1 min a 59°C et 1 min a 72°C ; et une

phase finale d’extension de 5 min a 72°C.

La détection de la mutation -13.910 a ensuite été effectuée par la méthode de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), qui consiste a digérer un fragment d’ADN pré-
amplifié¢ par des enzymes de restriction qui reconnaissent ou non les fragments selon la
présence/absence de la mutation d’intérét. Ainsi la longueur du fragment obtenu aprés
digestion nous indique si le fragment contient ou non la mutation, et son état (homozygote ou
hétérozygote). Nous avons ici effectué la digestion en ajoutant 15uL de produit de digestion
(2.10°U de I’enzyme HinfT et 2X de tampon de digestion) aux 10uL de produits de PCR,
pendant toute une nuit, a 37°C. Nous avons ainsi obtenu des bandes de tailles
différentes révélées sur gel d’agarose 2% : 201pb pour un fragment non digéré (c’est-a-dire
sans I’allele T soit le génotype CC), 177 et 24pb avec 1’allele T (donc pour le génotype TT) et
les trois fragments (201, 177 et 24pb) pour les hétérozygotes CT. Le fragment a 24pb n’étant
pas détectable, le génotypage s’est fait selon I’absence / présence des bandes a 201 et 177pb.

Ce génotypage a été effectué par moi-méme, avec 1’aide de Myriam Georges.

Le génotypage de 9 SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) recouvrant environ 463kb
autour de la mutation d’intérét (voir tableau 3 ci-dessous), a également été effectué¢ pour les
individus pour lesquels nous avions les données phénotypiques et qui étaient de génotype CT
ou TT pour la mutation -13.910. Ces données ont été obtenues par Lionel Brazier de 1’équipe
de Michel Veuille. La distance génétique (en cM) entre chaque SNP a été obtenue grace aux

données phasées des trios de HapMaplII (voir tableau 3 ci-dessous) :
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-254kb -210kb -163kb -109kb C/T-13.910
Nom du SNP | rs4953953 | rs12649365 | 1rs313528 rs1438307 | rs4988235
Position (pb) | 136 070 674 [ 136 114 644 | 136 162 339 | 136215 636 | 136325116
Position (¢cM) | 150.3015129|150.3206827 [ 150.3226422|150.3302184 [ 150.3518052
+25kb +59kb +107kb +157kb +209kb
Nom du SNP | rs1057031 rs309165 rs309142 rs309137 rs2011946
Position (pb) | 136350432 | 136 383 771 | 136 431 794 | 136 482 421 | 136 534 086
Position (cM) [ 150.3538675| 150.361383 |150.3620502]150.3657048|150.4716136

Tableau 3 : Distances physiques (base de données UCSC : University of California Santa
Cruz) et génétiques (base de données HapMaplll) pour les 10 SNP génotypés sur les

populations d’Asie Centrale. En rouge la mutation -13.910 d’intérét.

3) Analyses statistiques

Les haplotypes ont été phasés grace au logiciel Phase utilisant une méthode Bayésienne
(Stephens & Donnelly, 2003). Ces données haplotypiques nous ont permis d’estimer
conjointement la date et I’intensité de l’expansion de la mutation, selon la méthode
d’Austerlitz et al (2003). Cette méthode considére que 1’haplotype ancestral est celui dont la
fréquence est la plus forte dans la population. Chaque autre haplotype présent dans la
population (avec I’alléle d’intérét) est ensuite caractérisé en fonction de son état de
recombinaison : nombre de SNPs de chaque c6té sans recombinaison par rapport a
I’haplotype ancestral et taux de recombinaison observés entre chaque SNPs, selon la base de
données phasées HapMaplll. Finalement, cette méthode part de la fréquence moyenne de
I’allele d’intérét dans la population, la structure des haplotypes comme décrite plus haut, et la
taille initiale supposée de la population (seule donnée a priori), pour estimer conjointement le

temps écoulé depuis le début de 1’expansion de la mutation et son taux de croissance.
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C. Résultats

)

subsistance en Asie Centrale

Fréquence de la mutation -13.910 en fonction du mode de

La répartition des génotypes obtenus et la fréquence de la mutation d’intérét dans

chaque population, ainsi que par ethnie, sont présentées dans le tableau 4 et la figure 11 ci-

dessous :
Mode de Groupe . Fréquence | Fréquence de |Fréquence de
subsistance | ethnique Population| CT CC TT total de I'allele T| PL prédite* | PL observée
KAK 1 34 0 35 0,014 0.029 -
Karakalpak
OTU 2 8 0 10 0,100 0.200 -
KRB 2 28 0 30 0,033 0.067 -
KRL 2 22 0 24 0,042 0.083 -
Kirghiz KRM 3 24 0 27 0,056 0.111 -
Eleveurs KRA 4 30 0 34 0,059 0.118 -
nomades KRG 4 16 0 20 0,100 0.200 -
KAZ 41 1 4 . -
Kazakh 3 5 0,056 0.089
LKZ 24 58 1 83 0,157 0.301 0.318
Turkméne TUR 10 36 0 46 0,109 0.217 -
Ouzbek UZB 10 28 0 38 0,132 0.263 -
Eleveurs 65 325 2 392 0,088 0.152 -
TDU 12 22 0 23 0,022 0.043 -
TIR 2 14 0 16 0,063 0.125 -
TIE 3 19 0 22 0,068 0.136 -
Tadjik ! ’
) TIK 3 16 0 19 0,079 0.158 -
Agriculteurs TIY |6 20 0 26| 0115 0.231 -
sédentaires
TIA 5 14 0 19 0,132 0.263 -
Tadjiko- 157 116 82 2 100| 0,100 0.180 0.213
Ouzbek
Agriculteurs 36 187 2 225 0,089 0.162

* Fréquence du phénotype de persistance de la lactase, prédite d’aprés la fréquence p de la mutation

dominante -13.910 (p*+2pq)

Tableau 4 : Fréquence de la mutation -13.910 et du phénotype de persistance de la lactase

(PL) prédite d’apres les données génétiques et observée, pour 18 populations d’Asie Centrale
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Fréquence de l'alléle dérivé T de la mutation -13.910 en Asie
Centrale
0.14
0.12
0.10
0.08
0.06 |
0.04
0.02 J
0.00 : : : : : :
Karakalpak Kirghiz Tadjik Ouzebo- Turkméne Kazakh Ouzbek
Tadjik

Figure 11 : Fréquence de I’allele T dérivé de la mutation -13.910, dans les différentes ethnies
¢tudiées. En rouge, ¢éleveurs des montagnes ; en orange, ¢leveurs des plaines ; en violet, mi-

¢leveurs, mi-agriculteurs ; en bleu, agriculteurs.

Nous voyons qu’il y a une forte hétérogénéité des fréquences de la mutation -13.910 :
entre 1.4% et 15.7% en fonction des populations. Cette hétérogénéité n’est cependant pas lice
a I’affiliation ethnique puisque nous observons également une forte variabilité a I’intérieur des
ethnies : notamment entre 3.3% et 10% au sein des Kirghiz, et entre 2.2% et 13.2% au sein
des Tadjiks. De plus, les fréquences des éleveurs nomades (entre 1.4% et 15.7%, moyenne de
8.8%) recouvrent complétement celles des agriculteurs sédentaires (entre 2.2% et 13.2%,
moyenne de 8.9%). Ainsi, le Fsy sur I’ensemble des populations est faible (bien que
significatif : Fst = 0.0095, p = 0.045), et la variation génétique n’est pas significativement
expliquée par les différences de mode subsistance (Fcr = -0.00382, p = 0.998).

Il semble donc qu’en Asie Centrale, la fréquence de la mutation -13.910 n’est pas
expliquée par le mode de subsistance des populations, avec dans une méme ethnie de fortes

variations de fréquences.
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2) Estimation conjointe du temps et de I’intensité de I’expansion en

Asie Centrale

Pour les individus tadjiko-ouzbeks (LUZa) et kazakhs (LKZ) ayant le génotype CT et
TT pour la mutation -13.910, nous avons obtenu les données génétiques de 10 SNPs répartis
sur 463kb (voir tableau 3), ce qui nous a permis de reconstruire les haplotypes phasés. Nous
avons observé au total 6 haplotypes, (3 communs aux deux populations, un unique aux

Tadjiko-Ouzbeks et deux uniques aux Kazakhs, voir tableau 5) :

Haplotype LUZ LKZ
TCGTTCTTTA 14 18
TCGTTCTTTC 5 3
TCGTTCTTCC 1 0
TCGTTCCTTA 0 1
TCGTTTTTTA 1 1
TTATTCCTTA O 2
Total 21 25

Tableau 5 : Répartition des haplotypes trouvés d’apres 9 SNPs situés autour de la

mutation d’intérét (en rouge)

Nous avons ensuite appliqué la méthode d’Austerlitz et a/ (2003) sur ces haplotypes
phasés pour estimer conjointement le temps et 1’intensité de 1’expansion de cette mutation.
Cette méthode suppose que la taille efficace actuelle de la population est connue. Nous avons
donc testé I’influence de ce paramétre a priori en faisant varier cette taille efficace actuelle (10
000, 100 000 ou 1000 000). Les estimations de la date d’expansion de la mutation sont
obtenues en nombre de génération puis converties en années en prenant un temps de
génération moyen de 25 ans (Reich & Goldstein, 1998). Les résultats obtenus pour les deux

populations (LUZa et LKZ) sont présentés ci-dessous :
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Population Fréquence Taille dela| Taux de Intervalle de Age Intervalle de Age Intervall‘e de

de ’allele T population |croissance confiance a 95% | (générations) confiance a 95% | (années) confiance a 95%

Tadjiko-Ouzbek 0.10 10.000 1,0234 1,0193 - 1,0353 361,1 307,4 - 484,4 9 027,5 7 685-12 110
Tadjiko-Ouzbek 0.10 100.000 1,0238 1,0195 - 1,0357 359,5 304,2 - 481,5 89875 7605-12037,5
Tadjiko-Ouzbek 0.10 1.000.000 1,0265 1,0209 - 1,0385 348,7 287,5-461,2 8717,5 7187,5-11530

Kazakh 0.15 10.000 1,0295 1,0244 - 1,0441 296 252,8 -394,8 7 400 6 320-9870

Kazakh 0.15 100.000 1,0301 1,0247 - 1,0448 294 249 -391,4 7 350 6225-9785
Kazakh 0.15 1.000.000 1,0345 1,0274 - 1,0493 282,7 234 -370,1 7 067,5 5850-9252)5

Tableau 6 : Estimation conjointe des dates et de I’intensité d’expansion de la mutation -13.910 dans deux populations (respectivement LUZ,

agriculteurs tadjiko-ouzbeks et LKZ, éleveurs kazakhs) d’apres la méthode d’ Austerlitz et al (2003).
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Nous voyons tout d’abord que les estimations de 1’age et I’intensité de 1’expansion sont
assez peu dépendantes de la taille efficace actuelle supposée. L’age de ’expansion de la
mutation est estimé entre 7 200 et 12 100 ans (5 200-10 100 BCE) pour la population tadjiko-
ouzbeke et entre 5 800 et 9 900 ans (3 800-7 900 BCE) pour la population kazakh, avec en
moyenne 1 500 ans d’écart entre les deux populations.

Les taux de croissance, qui cumulent la valeur de la croissance démographique de la
population et le coefficient de sélection de la mutation, ont été estimés entre 1.019 et 1.038
pour la population tadjiko-ouzbeke et entre 1.024 et 1.049 pour les populations kazakhs. Des
taux de croissance ont également été estimés avec la méme méthode par Magalon et al (2008)
sur des SNPs intergéniques, entre autres pour des populations tadjikes et kazakhes. Ces
estimations donnent des valeurs comprises entre 1.006 et 1.019 pour les Tadjiks, et entre
1.009 et 1.024 pour les populations kazakhes. Ces intervalles ne se recoupent donc pas,
respectivement pour chacune des populations, ce qui suggere que le taux de croissance de
cette mutation est supérieur au taux de croissance démographique de la population.

Ainsi, la mutation permettant de digérer du lait a I’age adulte aurait augmenté en
fréquence sous I’action de la sélection naturelle, tout d’abord chez les agriculteurs d’Asie
Centrale (5 200-10 100 BCE), puis plus tard chez les ¢éleveurs (3 800-7 900 BCE), mais avec
une intensité plus importante, engendrant une fréquence actuelle légérement plus forte chez

ces derniers.

3) Données HapMaplII

Afin de pouvoir directement comparer les résultats pour les populations d’Asie Centrale
avec d’autres populations, nous avons cherché a estimer conjointement 1’age et I’intensité de
I’expansion selon la méme méthode (Austerlitz ef al., 2003) sur les populations de HapMap

phase III (données disponibles sur http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/downloads/phasing/2009-

02_phaselll/). Il s’agit de données publiques phasées a 1’aide de trios (pére / mére / enfant)
pour 1184 individus dans 11 populations. Sur ces 11 populations, 4 populations sont des
populations de diverses origines habitant aux Etats-Unis. Il est donc fort probable que ces
populations se soient mélangées au cours du temps avec d’autres populations, ce qui
complique l’interprétation de leur histoire évolutive. Nous ne les avons donc pas retenues
pour notre analyse. Sur les sept restantes, les trois populations africaines ainsi que les deux
populations asiatiques ne présentent aucun allele T de la mutation -13.910, en accord avec la

faible fréquence de cette mutation en Asie de I’Est et dans certaines populations africaines.
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Nous n’avons donc pu effectuer ces analyses que sur les deux populations européennes : la
population CEU (individus d’origine européenne, échantillonnés aux Etats-Unis) et la
population TSI (Toscans d’Italie). Nous pouvons donc comparer directement les estimations

obtenues en Europe et Asie Centrale.

Cependant, les SNPs obtenus sur les populations d’Asie Centrale n’étaient pas tous
disponibles dans la base de données HapMap phase III. Ainsi nous avons remplacé les deux
premiers SNPs par des SNPs proches (en bleu, voir tableau 7 ci-dessous) et nous avons enlevé

un SNP (en gris, voir tableau 7 ci-dessous).

-247kb -212kb -163kb -109kb C/T-13.910
Nom du SNP | Rs7608702 | Rs2278731 | Rs313528 | Rs1438307 | Rs4988235
Position (pb) | 136078030 | 136112770 | 136162339 | 136215636 | 136325116
Position (cM) [150.3015328150.3202848150.32264221150.3302184|150.3518052

+59kb +107kb +157kb +209kb
Nom du SNP Rs309165 Rs309142 | Rs309137 | Rs2011946
Position (pb) 136383771 | 136431794 | 136482421 | 136534086
Position (cM) 150.361383 [150.3620502|150.3657048 [ 150.4716136

Tableau 7 : Distances physiques (base de données UCSC) et génétiques (base de données de
HapMapllIl) pour les 9 SNP génotypés sur les populations d’HapMaplII

Les résultats obtenus pour I’intensité¢ et 1’age de 1’expansion de la mutation, pour

chacune des deux populations, sont présentés dans le tableau 8 ci-dessous.
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Population Fréquence Tailledela Tauxde Intervalle de Age Intervalle de Age Intervalle de

de l'alléle T population croissance confiance a 95% (générations) confiance a 95% (années) confiance a 95%
CEU 0,74418 10 000 1,0542 1,0400  1,0807 132 109 164.6 3300 2725 4115
CEU 0,74418 100 000 1,0726 1,0578  1,1010 126,8 107,5 155,4 3170 2688 3 885
CEU 0,74418 1 000 000 1,1081 1,0909  1,1419 110,8 96,5 133,9 2770 2413 3 348
TSI 0,10228 10 000 1,0317 1,0152 11,0632 129,5 93,1 186,9 3237 2327 4672
TSI 0,10228 100 000 1,0614 1,0431 1,0968 111,5 86,8 152,5 2787 2170 3812
TSI 0,10228 1 000 000 1,0946 1,0756 11,1325 102,3 85,4 132,4 2557 2135 3310

Tableau 8 : Estimation conjointe des dates et de I’intensité d’expansion de la mutation -13.910 dans deux populations de HapMap

(respectivement CEU, d’origine Nord-Européenne et TSI, Toscans d’Italie) d’apres la méthode d’Austerlitz et al (2003).
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Pour la population CEU, les taux de croissance sont trés forts (compris entre 1.06 et
1.14), en concordance avec les précédents résultats (coefficients de sélection entre 0.01 et
0.15). Les intervalles de confiance sont cependant moins grands et centrés sur les plus fortes
valeurs. Les dates de début d’expansion sont également beaucoup plus précises : elles sont
comprises entre 2 400 et 3 900 ans, ce qui exclue donc une expansion plus ancienne,
contrairement aux précédentes estimations (dates comprises entre 2 200 et 21 000 ans). Ces
dates sont également plus proches de celles trouvées pour la population Scandinave
(comprises entre 1 600 et 3 200 ans). Pour la population italienne, nous retrouvons des dates
d’expansion similaires (comprises entre 2 100 et 4 700 ans), mais associées a des coefficients
de sélection légérement plus faibles (comprises entre 1.02 et 1.13). La fréquence de la
mutation dans cette population (10%) est en effet largement plus faible que celle dans la

population CEU (74%).
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D. Discussion

Tout d’abord, nous avons trouvé que la fréquence de ’alleéle T de la mutation -13.910
est faible en Asie Centrale, entre 1.4% et 15.7% selon les populations, et n’est pas corrélée au
mode de vie (8.8% en moyenne chez les éleveurs et 8.9% en moyenne chez les agriculteurs),
ce qui n’est pas attendu sous I’hypothése historico-culturelle. Ces fréquences génétiques
permettent de prédire des fréquences phénotypiques entre 3.3% et 30.1% dans les populations
d’¢éleveurs en Asie Centrale. Ainsi, la proportion d’individus pouvant digérer le lactose a
I’age adulte est plus faible que celles observées dans d’autres populations consommatrices de
lait en Europe et en Afrique, mais est en accord avec les mesures effectuées chez les Kazakhs
du Nord de la Chine (23.6% de PL, Wang et al., 1984), ou dans d’autres populations
pastorales asiatiques comme les Mongols (12.1-19% selon les sous-groupes, Wang et al.,
1984, Bersaglieri et al., 2004), les Hazara Tajiki (15.4-18% selon les sous-groupes, Holden &
Mace, 1997, Bersaglieri et al., 2004) ou encore les Yakut (17.3%, Bersaglieri et al., 2004).

Grace a la méthode d’Austerlitz et al (2003), nous avons également pu estimer
conjointement le temps et I’intensité de I’expansion de cette mutation. De maniére générale,
nos estimations ont des intervalles de confiance beaucoup moins grands que ceux trouvés
dans la littérature. Nous avons vu que l’intensité¢ de sélection de cette mutation en Asie
Centrale (taux de croissance de 1.02-1.05) est plus importante que celle de mutations
intergéniques dans les mémes populations (Magalon et al., 2008), mais elle est moins
importante que celle estimée dans les populations Européennes par la méme méthode (1.06-
1.14 pour la population CEU). De plus, les deux populations utilisées pour ces estimations
présentent une fréquence de persistance de la lactase assez élevée par rapport aux autres
populations génotypées (Tadjiko-Ouzbek : 18% par rapport a la moyenne des agriculteurs :
16.2% et Kazakh : 30.1% par rapport a la moyenne des éleveurs 15.2%), et elles ne sont donc

pas forcément représentatives de la situation générale en Asie Centrale.

Les dates trouvées en Asie Centrale pour I’expansion de la mutation (il y a 5 800-9 900
ans) sont plus anciennes que celles trouvées en Europe avec la méme méthode (il y a 2 100-
4 700 ans), ou en Afrique avec une autre méthode (il y a 1 200-18 500 ans, avec des
moyennes entre 2 800 et 6 900 ans). Ces résultats contrastent avec les données archéologiques

qui montrent que les traces les plus précoces d’utilisation du lait sont au Moyen-Orient (6 500
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BCE en actuelle Turquie), puis en Europe (6 000-4 000 BCE), et finalement plus tard en Asie
Centrale (3 500 BCE).

Remise en cause de I’hypothése historico-culturelle

En définitive, le résultat qui nous semble le plus intéressant est le net manque de
concordance entre la fréquence de la mutation -13.910 et le mode de vie en Asie Centrale,

résultat pour lequel plusieurs explications sont possibles :

- Tout d’abord, pour concilier les fréquences proches entre populations aux modes de
subsistance différents, nous pouvons imaginer que les agriculteurs d’Asie Centrale, au contact
des populations nomades ou par leur propre culture, boivent suffisamment de lait frais pour
créer une pression de sélection équivalente a celle des éleveurs nomades. Les agriculteurs
adoptent en effet assez souvent des stratégies mixtes agropastorales. Cette hypothese
n’explique cependant pas pourquoi des fréquences plus fortes ne sont pas atteintes dans les

deux groupes de populations.

- Il est possible, comme suggéré pour les populations africaines pastorales n’ayant pas
de fréquences élevées de PL, que les modes de vies observés actuellement ne reflétent pas les
modes de vie ancestraux, et certaines populations auraient donc subi des changements récents
de mode de subsistance (Ingram et al., 2009). Cette hypothése peut expliquer des
incohérences ponctuelles pour des populations a I’histoire méconnue, mais devient d’autant
moins probable que I’on trouve de plus en plus de populations non concordantes (comme
dans cette étude), et n’est de plus pas du tout confortée par les données archéologiques en
Asie Centrale, qui montrent que le lait est utilisé depuis au moins 3 500 BCE (Outram et al.,

2009).

- Etant donnée que I’all¢le T de la mutation -13.910 est quasi inexistant dans beaucoup
de populations asiatiques, il se pourrait également qu’il n’ait pas été présente dans la
variabilité génétique au moment de son expansion dans d’autres populations, et n’aurait donc
commencé a augmenter en fréquence que trés récemment quand il a été¢ introduit
secondairement. Cependant, nous avons trouvé des dates d’expansion de cette mutation plus
vieilles en Asie Centrale qu’en Europe, allant donc dans le sens inverse de cette hypothese.

De plus, certaines populations asiatiques, bien que regroupées au sud-ouest de 1’Asie,
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montrent tout de méme des fréquences intermédiaires de 1’allele T : 51-59% chez les Sindhi,
Brahui, Baloutche, Makrani, et Pathan au Pakistan (Holden & Mace, 1997). De maniére
intéressante, aucune de ces populations ne dépend fortement du pastoralisme (environ 30%
d’aprés I’atlas de Murdock et White, , 2006). Ainsi, au Pakistan la population la plus
pastorale (les Hazara, 50% de pastoralisme) présente la fréquence la plus faible de la région

(15-18%, Holden & Mace, 1997 , Bersaglieri et al., 2004).

- II se peut tout de méme que les faibles fréquences de la mutation -13.910 chez les
¢leveurs d’Asie Centrale (ainsi que de Mongolie et de Sibérie) reflétent des brassages récents
réguliers avec d’autres populations d’Asie de I’Est qui, elles, ne présentent presque pas de
traces de cette mutation, limitant ainsi 1’adaptation locale (Lenormand, 2002). Dans cette
hypothese, nous devrions retrouver une corrélation positive entre le niveau de différenciation
neutre entre chaque population d’Asie Centrale et I’Asie de I’Est, et la fréquence de la
mutation -13.910, ce qui est bien ce que 1’on observe si I’on prend les Han comme population
de référence pour 1I’Asie de I’Est (voir figure 12 ci-dessous), bien que ce ne soit pas

significatif (test de Pearson, p = 0.58).

Corrélation entre persistance de la lactase et différenciation
avec les Hans
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Fréquence de 'allele T de la mutation -13.910

Figure 12 : Corrélation entre la fréquence de la mutation -13.910 de la lactase et le niveau de

différenciation a 1’ Asie de I’Est (Hans)
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- Il est également possible qu’en Asie, le mode de consommation du lait différe de celui
en Afrique ou en Europe, et n’engendre pas une pression de sélection aussi forte, malgré un
contenu en lactose plus important. Une adaptation culturelle (par fermentation du lait par
exemple) a pu rendre possible la consommation du lait sans changement physiologique. En
effet, quand le lait est fermenté, sous forme de yaourt, de fromage, ou simplement de boisson
fermentée a partir de lait (comme le « koumis », lait de jument fermenté dans une outre et tres
prisé en été¢ par les Kirghiz), cela signifie que les bactéries ont digéré le lactose par
fermentation, et donc les bénéfices nutritifs sont disponible pour I’'Homme. Il est également

possible que dans ces régions, la consommation de lait ne soit que saisonniére.

- Chez les Somali d’Ethiopie, il a été montré que les individus qui ne présentent pas de
persistance de la lactase consomment de grandes quantités de lait frais sans ressentir de
syndromes apparents (Ingram et al., 2009). Ainsi, nous pouvons imaginer que dans certaines
populations, 1’adaptation a la consommation de lait frais se fait au niveau des bactéries de la
flore intestinale, et ne nécessite pas d’adaptation génétique. En Asie Centrale, respectivement
pour les Tadjiko-Ouzbeks et les Kazakhs, 37% et 22.8% des individus homozygotes CC pour
la mutation -13.910 (donc génétiquement non PL) ne décrivent aucun syndrome intestinal
aprés ingestion de lactose et respectivement 28.8% et 11.5% ne présentent pas
d’augmentation d’hydrogéne dans 1’air expiré. Il y a donc tout de méme une majorité
d’individus qui montrent des signes physiologiques d’indigestion du lactose, surtout chez les

¢éleveurs.

- Enfin, nous ne pouvons pas exclure que la pression de sélection qui explique la
diversité génétique du phénotype de persistance de la lactase ne soit pas exclusivement li¢e a
la consommation de lait mais soit associée a un autre facteur non identifié qui permettrait
notamment de mieux expliquer la variabilit¢ qu’il existe en Asie Centrale, entre les
populations ayant une fréquence de persistance de la lactase autour de 5% et celles autour de

25%.

Conclusion

Finalement en Asie Centrale, il n’y a pas une bonne corrélation entre fréquence de PL et
pastoralisme. Cette déviation par rapport a 1’attendu sous I’hypothése historico-culturelle

n’est cependant pas spécifique a cette région du monde. Nous avons en effet déja vu qu’en
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Europe, de nombreuses populations présentent des fréquences importantes de persistance de
la lactase (entre 85% et 96%), pour une dépendance intermédiaire au pastoralisme (entre
30.5% et 40.5%). Inversement, en Afrique, des populations fortement dépendantes du
pastoralisme (entre 60.5% et 93%) présentent une fréquence faible de persistance de la lactase
(entre 3% et 33%). En Asie, les populations qui présentent les fréquences de PL les plus
fortes sur le continent (40-60%, au Pakistan) sont faiblement pastorales (entre 20 et 30%),
tandis que les populations ayant 50% ou 80% de dépendance sur le pastoralisme (Hazara,

Mongols et Yakut) ont des fréquences de PL ne dépassant pas les 26%.

Parmi les facteurs qui ont limité 1’augmentation en fréquence du phénotype de PL dans
les populations pastorales d’Asie Centrale, nous favorisons 1’hypotheése d’une consommation
de lait exclusivement saisonnicre, ou d’une fermentation systématiquement ayant amoindri
les pressions de sélection en Asie Centrale. Ainsi, ces populations ne seraient pas dépendantes
du lait (c’est-a-dire que leur régime alimentaire ne serait pas majoritairement bas¢ sur du lait
frais, et la digestion asymptomatique du lait ne serait pas vitale pour les individus). Des
¢tudes poussées d’anthropologie nutritionnelle comparative permettraient certainement de

mieux avancer sur cette question des pratiques autour de cet aliment controversé qu’est le lait.
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III. Adaptation a la consommation de viande ?

Cette partie repose sur I’article suivant présenté en annexe 5 : Ségurel L., Lafosse S.,
Heyer E. & Vitalis R. Frequency of the AGT Prol1Leu polymorphism in humans: does diet
matter? Ann. Hum. Genet. 2010 Jan; 64:1.

A. Problématique

L’AGT (alanine : glyoxylate aminotransferase), enzyme exprimée dans le foie, est
normalement responsable de la conversion du glyoxylate en glycine (Danpure & Jennings,
1986). Si cette conversion n’est pas assurée, le glyoxylate s’accumule et des sels de calcium
insolubles se forment, entrainant alors progressivement une insuffisance rénale. Cette
déficience d’AGT et les symptomes associés sont caractéristiques de I’hyperoxalurie primaire
de type 1 (PH1, MIM 259900°). Il a été estimé qu’avant I’introduction des thérapies
modernes, cette maladie entrainait le déces de 80% des patients atteints avant 1’age de 20 ans

(Williams & Smith, 1983).

Dans un tiers des cas, cette maladie n’est pas liée a I’absence d’AGT, mais plutot a sa
mauvaise localisation (Danpure et al., 1990). L’enzyme doit en effet étre présente au méme
site que les précurseurs du glyoxylate pour étre efficace. Chez les mammiferes, cette
localisation dépend du régime alimentaire (Danpure et al., 1990) : chez les herbivores, le
précurseur du glyoxylate (le glycolate) ainsi que I’AGT sont présents dans les peroxysomes
(Noguchi, 1987); chez les carnivores, au contraire, le précurseur de glyoxylate
(hydroxyproline) ainsi que I’AGT sont présents dans les mitochondries (Takayama et al.,
2003). Chez I’'Homme, I’AGT est normalement exprimée au niveau des peroxysomes
(Cooper et al., 1988), reflet du régime alimentaire herbivore de nos ancétres (Holbrook et al.,

2000).

Cependant, 1’all¢le dérivé T de la mutation non synonyme Prol1Leu sur le géne AGXT
codant I’AGT, permet de changer la localisation de cette protéine. A I’état homozygote,
I’allele T entraine la relocalisation de 5% de ’AGT dans les mitochondries (Purdue et al.,
1990). Dans ce cas, les 95% restant aux peroxysomes suffisent pour convertir correctement le

glyoxylate. Par contre, quand cet allele est associé¢ a une autre substitution, Gly170Arg, plus

% Le numéro MIM d’une maladie (pour « Mendelian Inheritance in Many) correspond 4 sa référence dans la
base de données NCBI (National Center for Biotechnology Information)
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de 90% de I’AGT est délocalisée aux mitochondries, entrainant alors 1I’hyperoxalurie primaire

de type I (Danpure et al., 1989).

L’allele T de la mutation Prol1Leu est donc associé¢ a une maladie létale, et pourtant il
est trouvé en forte fréquence dans certaines populations humaines (5-20% chez les
Caucasiens, Danpure ef al., 1994b, 1994a). C’est pourquoi il a été proposé que cet allele,
quand il n’est pas associé¢ a Glyl70Arg, doit étre avantageux dans des populations ayant une
grande proportion de viande dans leur alimentation, de par la relocalisation d’une petite partie
de ’AGT vers les mitochondries (Danpure, 1997). Ainsi, 1’attendu sous cette hypothése est
de trouver des fréquences de 1’alléle T de la mutation Prol1Leu plus importantes dans les

populations d’éleveurs que dans celles d’agriculteurs.

Données mondiales sur la fréquence de Prol1Leu en lien avec le mode de vie

Caldwell et al (2004) ont test¢ 1’hypothése d’un avantage sélectif de la mutation
Prol1Leu dans les populations ayant une alimentation riche en viande, en déterminant la
fréquence de cette mutation dans diverses populations humaines, et en comparant le niveau de
différenciation génétique pour cette mutation a celui de marqueurs neutres. Leur étude montre
que les Samis, population d’éleveurs de rennes consommant de grandes quantités de viande
(Haglin, 1991, 1999), ont la fréquence la plus forte de la mutation Prol1Leu (27.9%) tandis
que les populations ayant les fréquences les plus faibles sont des populations ayant un régime
plus mixte (2.3% en Chine), ou clairement végétarien (3% en Inde). Ces résultats suggerent
que la fréquence de Prol1Leu est corrélée au régime alimentaire ancestral des populations
humaines. Cependant, la faible fréquence de cette mutation chez les Mongols (6.7%),
population d’éleveurs consommant de grandes quantités de viande (Hruschka & Brandon,

2004), n'est pas en accord avec cette hypothese, et n'est pas discutée dans cette étude.

Caldwell et al (2004) montrent de plus que le niveau de différenciation génétique pour
certaines paires de populations est plus fort pour la mutation Prol1Leu que pour le reste du
génome, bien que non significativement (p = 0.074 et p = 0.266 pour les comparaisons des
Sami par rapport aux Chinois et des Sami par rapport aux Nigérians, respectivement). Ce
résultat est interprété dans cette étude comme un argument en faveur de 1’influence de la

sélection naturelle sur cette mutation, au moins dans certaines populations.
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Objectifs de I’étude

L hypothése d’un avantage sélectif de cette mutation, différent en fonction du passé
alimentaire des populations, est particuliérement intéressante mais les données présentées
dans I’étude de Caldwell et a/ (2004) ne permettent toutefois pas de trancher dans un sens ou
un autre. Afin de tester la robustesse de cette hypothése, nous avons déterminé la fréquence
de la mutation Prol1Leu dans sept populations d’¢leveurs et quatre populations d’agriculteurs
en Asie Centrale. L’objectif de notre étude est 1) de décrire la fréquence de cette mutation
dans différentes populations d’Asie Centrale aux régimes alimentaires ancestraux différents,
2) de détecter si, de manicre générale, la mutation est sous 1’effet de la sélection en comparant
la différenciation génétique pour cette mutation a celle de marqueurs neutres, enfin 3) de
tester si la différenciation génétique pour cette mutation est compatible avec de 1’adaptation

locale en lien avec le régime alimentaire.
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B. Reésultats

Le génotypage de la mutation ProllLeu dans les populations d’Asie Centrale a été
effectué conjointement par Sophie Lafosse et moi-méme.

Nous avons trouvé des fréquences hétérogénes de la mutation ProllLeu en Asie
Centrale (entre 1.7% et 26.9%, voir tableau 9 ci-dessous), avec en moyenne une fréquence de
I’allele dérivé T plus importante chez les agriculteurs que chez les €leveurs (22.6% et 10.3%,

respectivement ; test de Wilcoxon, p = 0.003).

Ethnie Acronyme| n CcCC CT TT p (%)
Tadjik TIR 17 11 6 0 17.6
Tadjik TIE 23 15 7 1 19.6
Tadjik TDU 24 16 6 2 20.8
Tadjik TJY 26 12 14 0 26.9
Agriculteurs 73 43 27 3 22,6
Karakalpak KKK 23 17 5 1 15.2
Kazakh KAZ 30 29 1 0 1.7
Kazakh LKZ 49 40 9 0 9.2
Kirghiz KRA 32 24 7 1 14.1
Kirghiz KRG 20 17 3 0 7.5
Kirghiz KRB 26 20 6 0 11.5
Turkmene TUR 34 26 7 1 13.2
Eleveurs 214 173 38 3 10,3
n : nombre d’individus analysés; p : fréquence de 1’allele
dérivé T de la mutation Prol1Leu dans le géne AGXT.

Tableau 9 : Génotypes de la mutation Prol1Leu dans différentes populations d’Asie Centrale
et fréquence de l’allele T dérivé. Le lieu d'échantillonnage de chaque population est

disponible dans le tableau 1.

Ce résultat contredit donc I’hypothése d’une plus forte fréquence de la mutation
Prol1Leu (et donc d’un avantage sélectif) dans les populations qui consomment le plus de
viande, mais est en accord avec les faibles fréquences trouvées par Caldwell et al/ (2004) chez

les Mongols.

Nous avons ensuite cherché a comprendre si la mutation ProllLeu était de manicre

générale sous 1’action de la sélection naturelle, en comparant son niveau de diversité a celui
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d’autres régions du génome a priori neutres, c’est-a-dire loin des geénes connus. Nous avons
pour la mutation ProllLeu utilis¢é conjointement nos données (11 populations d’Asie
Centrale) et celles de Caldwell ef al (2004) pour 5 populations mondiales (Chinois, Mongols,
Arméniens, Gallois et Nigériens). Pour les régions neutres, nous avons utilisé 26 marqueurs
microsatellites autosomaux (ceux génotypés en Asie Centrale et présentés dans la premicre
partie de la theése). Les données pour ces mémes marqueurs étaient également disponibles
pour la base de données HGDP-CEPH (Human Genetic Diversity Panel - Centre d’Etude du
Polymorphisme Humain), d’ou nous avons récupéré les données pour 5 populations proches
de celles inclues dans I’étude de Caldwell (Chinois, Mongols, Adygeis, Orcadiens et
Yorubas).

Conditionnellement aux valeurs observées de Fsr sur les marqueurs neutres (Fsr =
0.019), nous avons simulé par un processus de coalescence des données sous un modele en ile
(Wright, 1951), pour obtenir la distribution attendue sous neutralit¢ de Fsr en fonction de
I’hétérozygotie (Beaumont & Nichols, 1996). Comme présenté dans la figure 13 ci-dessous,
nous voyons que le niveau de différenciation entre populations n’est pas significativement

plus fort pour Prol1Leu (Fsy= 0.025) que pour les régions neutres (Fsr=0.019, p = 0.214).
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Figure 13 : Comparaison du niveau de différenciation génétique (Fst) mesuré sur la mutation
Proll1Leu (représentée par le point noir sur le graphique), et celui attendu sous I’hypothése
nulle de neutralité sur les marqueurs neutres autosomaux (les différents niveaux de gris

représentent les intervalles de confiance a 90%, 95% et 99%).

-82 -



Ce résultat nous permet de voir qu’il n’y a pas de signe d’adaptation locale entre ces
populations pour la mutation Prol1Leu. Cependant, dans cette approche, nous regardons si,
en moyenne, les valeurs de Fst sont plus fortes qu’attendues ou non, et donc nous ne mettons
pas d’a priori sur les groupes de populations étant sous adaptation locale. Afin de tester
directement quelle est I’influence du régime alimentaire sur la fréquence de cette mutation,
nous avons donc calculé les valeurs de Fcr (part de la variation due au regroupement des
populations en fonction de leur régime alimentaire) sur les données simulées, pour les
comparer a la valeur obtenue pour la mutation Prol1Leu. Les Fcr ont été estimés par une
analyse moléculaire de variance (AMOVA, Excoffier et al, 1992). Les résultats sont

présentés dans la figure 14 ci-dessous :
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Figure 14 : Comparaison du niveau de différenciation génétique dii au regroupement des
populations d’apres leurs régimes alimentaires (Fcr), sur la mutation Prol1Leu (représentée
par le point noir sur le graphique) et celui attendu sous I’hypothése nulle de neutralité, étant
donné la différenciation mesurée sur les marqueurs neutres autosomaux (les différents

niveaux de gris représentent les intervalles de confiance a 90%, 95% et 99%).
Ces résultats montrent que la répartition de la diversité génétique sur la mutation

ProllLeu en tenant compte du régime alimentaire des populations (Fcr = 0.002), n’est pas

significativement différente de celle attendue sous neutralité (p = 0.187).
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Bien que nos résultats montrent que la diversité¢ génétique de la mutation Prol1Leu du
gene AGXT ne semble pas sous I’influence de la sélection naturelle, mais est au contraire en
accord avec une influence de la démographie seule, nous ne pouvons pas exclure d’autres

hypotheses alternatives impliquant I’action de la sélection naturelle.

Notamment, il est possible qu’il soit difficile de détecter une signature de sélection
adaptative sur cette mutation, car elle est a la fois délétére, quand elle est associée a
Gly170Arg, et avantageuse, quand elle n’est associée a aucune autre alléle a risque. Cette
hypothése ne permet cependant pas de concilier les écarts importants de fréquence de cette

mutation entre différentes populations.

Les fortes fréquences de la mutation Prol1Leu dans certaines populations d’agriculteurs
pourraient également étre expliquées par le fait que la transition Néolithique vers I’agriculture
soit trop récente dans ces populations, ou bien que leur régime alimentaire soit trop riche en
viande. A Dinverse, les faibles fréquences de la mutation ProllLeu chez les éleveurs
pourraient étre expliquées par des différences de fréquence de la mutation Glyl70Arg entre
Asie et Europe (avec notamment des fréquences plus importantes en Asie) ou la présence
d’une autre mutation permettant de convertir le glyoxylate présent dans la viande en Asie
(adaptation convergente). Cette hypothese est cependant peu probable, étant donné que le
gene AGXT a déja été largement étudié du fait de son implication dans la maladie PH1

(Danpure, 2004).

En conclusion, nos résultats ne supportent pas I’hypotheése que la diversité¢ génétique de
la mutation Prol1Leu différe de celle attendue sous neutralité. Cependant, nous ne pouvons
pas rejeter des scénarios plus complexes combinant plusieurs hypothéses alternatives, qui
permettraient alors de concilier a la fois les fortes fréquences de la mutation Prol1Leu dans
certaines populations d’agriculteurs, et les faibles fréquences dans certaines populations
d’¢leveurs. L’analyse de données de séquengage constituerait certainement une approche plus
puissante pour trancher parmi ces différents scénarios, grace a I’utilisation de tests de
neutralité séparément pour chaque population. Cependant, notre étude avait pour objectif de
tester si la diversité génétique mondiale de la mutation Prol1Leu était mieux expliquée par de
la démographie ou de 1’adaptation en fonction du mode de vie, et notre conclusion (qu’il n’y a
pas pour cette mutation d’écart a la neutralité) supporte 1’idée que des importantes différences

de fréquences alléliques entre populations sont souvent compatibles avec des processus
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démographiques ((Hofer et al., 2009, Coop et al., 2009)). Nous ne chercherons donc pas a

dater la transition des régimes alimentaires en Asie Centrale a partir de cette mutation.
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IV. Quand P’adaptation devient maladaptation : le cas du

diabéte de type 11

A. Problématique

Le glucose, molécule énergétique indispensable a notre organisme, nous est fourni grace
a notre alimentation. L’augmentation du taux de glucose dans le sang (aprés un repas, par
exemple) stimule la sécrétion d’insuline par le pancréas, enzyme responsable de 1’absorption
du glucose dans la plupart des cellules pour le convertir en énergie. L’insuline est chargée de
convertir le glucose en glycogeéne (molécule de stockage) au niveau des cellules musculaire et
hépatiques, et favorise également le stockage de graisse dans le tissu adipeux. Cependant, cet
¢quilibre peut étre perturbé, comme dans le cas du diabéte, caractérisé entre autre par un taux
élevé de glucose dans le sang. Cet exces de glucose peut avoir de séveres conséquences a

long terme (angiopathie, cardiomyopathie, néphropathie, rétinopathie, neuropathie, etc.).

Parmi les différentes formes de diabéte, le diabéte de type II (MIM 1258537) est de loin
le plus fréquent, et devient souvent symptomatique aux alentours de 40 ans. Il est caractérisé
par une résistance a 1’insuline, combinée avec une réduction (relative ou absolue) de la
sécrétion de DI'insuline. La résistance a I'insuline est liée a des défauts idiopathiques de
récepteur a I’insuline, qui engendrent une inefficacité de I’absorption du glucose et a terme,

son accumulation dans le sang.

Le diabéte de type II semble largement multifactoriel. D un coté, les risques relatifs sont
de 4 a 6 fois plus importants chez les fréres et sceurs (Florez ef al., 2003), et les taux de
concordances de la maladie sont plus ¢€levés chez les jumeaux monozygotes que chez les
dizygotes (Kaprio et al., 1992, Poulsen et al., 1999), suggérant ainsi en partie une étiologie
génétique. D’un autre coté, 55% des patients diagnostiqués avec un diabéte de type II
présentent de 1’obésité (Anderson et al., 2003), montrant 1’influence de facteurs
environnementaux comme [’alimentation et 1Dactivité physique. L’obésité centrale
(concentration de la graisse au niveau de la taille, dans les organes abdominaux) est un
facteur de risque particuliérement important pour la résistance a ’insuline. L’environnement

intra-utérin a ¢galement une influence non négligeable : des enfants de 15-19 ans ont une

7 Le numéro MIM d’une maladie (pour « Mendelian Inheritance in Many) correspond 4 sa référence dans la
base de données NCBI (National Center for Biotechnology Information)
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prévalence de diabéte de 1.4% s’ils sont nés de meres non diabétiques qui ont développé un
diabete plus tard, et de 33% si la mére a développé un diabéte avant la naissance (Pettitt et al.,

1981).

Prévalence du diabéte de type II dans les populations humaines

Le diabete de type I, comme d’autres maladies liées au mode de vie et regroupées sous
le nom de « maladies des civilisations » (obésité, hypertension, maladies cardio-vasculaires,
etc.) présente des prévalences tres élevées dans certaines populations, et est considéré comme
une des principales menaces pour la santé humaine au niveau mondial (Zimmet et al., 2001).
Sa répartition entre populations humaines est assez inégale (voir King & Rewers, 1993, et la

figure 15 ci-dessous).

4

Source: IDF Diabetes Atlas 4th ed. © Internatféml Diabetes Federation, 2009

Figure 15 : Prévalence (en %) du diabéte de type II en 2009 parmi les 20-79 ans selon les

estimations de la quatriéme édition de I’atlas du diabete (http://www.diabetesatlas.org/map)

Nous voyons par exemple sur cette carte que la péninsule arabique, quelques pays du
Moyen Orient, ’Egypte, 1’Algérie, le Pakistan, la Malaisie, ainsi que 1’Amérique du Nord et
la Guyane sont particulierement a risque. Cependant, nous ne voyons pas sur cette carte les
nombreuses iles qui présentent les prévalences parmi les plus hautes au niveau mondial
comme déja noté par Zimmer et al (Zimmet ef al., 1990, 1991 , 1992) : notamment de 13 a

31% en Polynésie et Micronésie (selon les iles), de 16.2% a I’lle Maurice, et de 10 a 12 %
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dans les iles des Caraibes (selon 1’atlas du diabéte, http://www.diabetesatlas.org/downloads).

Cette carte ne permet pas non plus de bien visualiser les différences entre ethnies au sein des
pays. Par exemple, en Australie, les descendants de populations Européennes ont
systématiquement des prévalences moins élevées que les Aborigénes d’Australie dans les
mémes conditions environnementales (O'Dea, 1991). De la méme manicre, aux Etats-Unis,
I’incidence® du diabéte de type II est 19 fois plus forte chez les Pima (Amérindiens) que chez
les descendants de populations européennes. Les Pima ont par ailleurs la prévalence la plus
forte au monde (50% chez les individus de plus de 35 ans, Knowler et al., 1978, 1983). Ces
grandes différences entre ethnies suggérent la répartition inégale des facteurs de risque

génétiques.

Ces données montrent finalement que le diabéte de type II a une prévalence
considérable dans certaines populations. Etant données les conséquences de cette maladie sur
la valeur sélective des individus, les mutations associées a cette maladie devraient pourtant
étre contre sélectionnées (sélection négative). Pour expliquer ce paradoxe, plusieurs
hypotheses ont proposé 1’existence d’un avantage sélectif de ces mutations dans le passé, qui

les auraient maintenues en fréquence dans la population.

Hypothése du « génotype économe »

L’hypothése du « génotype économe », proposée par Neel des 1962 ((1962)) et
modifiée depuis (Neel, 1976, 1982, 1992), propose que dans les sociétés humaines ou la
disponibilité en nourriture est cyclique, avec des périodes de relative abondance et d’autres de
famine, il peut étre bénéfique de mettre en place des réserves de graisse quand
I’environnement le permet, pour pouvoir survivre pendant les périodes de disette a venir. Il
faut en effet pouvoir subvenir & tout moment aux besoins des organes fortement
consommateurs tel que le cerveau. Un stockage accru de graisse peut étre entre autres
favorisé par une « résistance a I’insuline » au niveau des muscles ou du foie, c¢’est-a-dire que
I’insuline serait moins efficace pour stocker le glucose au niveau de ces organes, mais

favoriseraient toujours un stockage de graisse au niveau du tissu adipeux.

Comme 95% du passé de ’Homme moderne correspond a un mode de vie de chasseur-

cueilleur (c’est a dire depuis environ 200 000 BCE jusqu’a 10 000 BCE), avec une

¥ L’incidence étant le nombre de nouveaux cas de la maladie sur une période donnée, classiquement sur un an.
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disponibilité¢ de nourriture variable, il semble assez probable que des mutations permettant
d’économiser les molécules énergétiques aient été sélectionnés. Mais actuellement, dans les
milieux ou la nourriture est abondante et riche en calories, et ou ’activité physique est
¢galement fortement réduite, comme dans les sociétés industrialisées, et particulierement en
milieu urbain, ces mémes alleles entraineraient une stimulation constante du pancréas pour
produire de I’insuline, qui finirait & terme par rendre 1’organisme insensible a cette enzyme.
Ainsi, les alleles sélectionnés seraient devenus un lourd fardeau génétique et favoriseraient
notamment le développement du diabéte de type II. Selon cette hypothése, plus les
populations humaines ont subi de famines et de fluctuations de disponibilité de nourriture
dans le passé, plus elles ont sélectionné le « génotype économe » et plus leur prévalence de

résistance a I’insuline doit étre élevée.

Cependant, les attendus des différences entre éleveurs et agriculteurs sous cette
hypothese ne sont pas si clairs. En effet, contrairement a la vision classique ou les chasseurs-
cueilleurs et les ¢éleveurs sont des populations particulieérement sujets a des périodes
d’insécurité¢ alimentaire, certaines données ont permis de montrer que les agriculteurs
subissent autant de variations saisonniéres de disponibilité en nourriture que les autres
(Benyshek & Watson, 2006, Prentice et al., 2008). Wendorf et al (1989) ont quant a eux
suggéré que les variations sont d’autant plus importantes que 1’on s’¢loigne de I’équateur vers
les poles, en raison notamment de la plus grande spécialisation des modes de subsistance a

haute latitude.

Hypothése de la « piste carnivore »

Une autre hypothése, celle de la « piste carnivore », a été émise par Brand-Miller &
Colagiuri en 1994 et en 2002 (Brand Miller & Colagiuri, 1994, Colagiuri & Brand Miller,
2002). Alors que I’hypothése du « génotype économe » décrit une contrainte imposée par des
cycles d’abondance et de famine, celle de la « piste carnivore » s’appuie sur la quantité
limitante de glucose dans I’alimentation des chasseurs-cueilleurs, du fait de leur régime
alimentaire carnivore. En effet, il y a environ 3 millions d’années, nos ancétres étaient
principalement végétariens (Gaulin & Konner, 1977) et leur physiologie a évolu¢ en accord
avec le glucose comme principale source d’énergie (Sokoloff et al., 1977) ;(Frienkel, 1980).
Mais il y a environ 2 millions d’années, au moment des premicres périodes glaciaires, la

végétation a été fortement réduite (Fagan, 1992), et nos ancétres ont commencé a consommer
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de plus grandes quantités d’aliments d’origine animale (Garn & Leonard, 1989). Ainsi, la
molécule énergétique de base, le glucose, n’était plus que faiblement disponible. Afin
d’assurer au cerveau un influx constant de 1g/L en glucose (taux nécessaire a son
fonctionnement), de fortes pressions de sélection sont apparues, avec notamment un avantage

important a développer de la résistance a 1’insuline.

Depuis, avec la fin des périodes glaciaires et 1’arrivée du Néolithique il y a environ
10 000 ans, les agriculteurs ont retrouvé une part importante de glucides dans leur
alimentation, notamment grace aux céréales (Eaton & Konner, 1985). Cette pression de
sé¢lection pourrait donc avoir eu le temps de s’étre relachée, et le génotype favorisant la
résistance a I’insuline de diminuer en fréquence. Au contraire, dans les populations d’éleveurs
et de chasseurs-cueilleurs, le régime alimentaire est resté majoritairement basé sur les
protéines et les lipides, et ce génotype serait resté avantageux. Ainsi, 1’attendu sous cette
hypothese est plus clair que précédemment : la prévalence de résistance a 1’insuline devrait
étre inversement liée au temps depuis lequel les populations ont eu de nouveau des quantités
satisfaisantes de glucose dans leur alimentation. Brand-Miller & Colagiuri (1994) ont
cependant également proposé que la dérive génétique ait pu accentuer ces écarts entre

populations, notamment pour les Pima et les Nauru (en Micronésie).

Objectifs de I’étude

Finalement, selon ces deux hypotheses (résumées dans la figure 16 ci-dessous), la résistance a
I’insuline est le phénotype asymptomatique qui aurait été avantageux et sélectionné dans le
passé, tandis que le diabéte de type II correspond a ’expression de ce phénotype mal adapté
dans notre environnement actuel. Les mutations associées a la résistance a 1’insuline devraient
donc avoir été sous sélection pendant la majeure partie du passé de I’Homme moderne, bien
que dans certaines populations, cette pression de sélection ait pu se relacher depuis le
Neéolithique. Cette prédiction a I’avantage de pouvoir étre facilement testée, en regardant 1) si
les genes liés a la résistance a I’insuline présentent des signatures de la sélection naturelle et
2) si des populations aux modes de vie ancestraux contrastés ont des prévalences différentes

de résistance a I’insuline et/ou des pressions de sélection différentes sur ces geénes.
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Périodes glaciaires

Régime alimentaire basé sur la viande = “Piste carnivore”
st/ou Famines = “Génotype économe”
PEU DE GLUCIDES

Sélection de la résistance a I’'insuline

/ N\

Eleveurs

Chasseurs-cueilleurs Agriculteurs
Régime alimentaire Transition vers
basé sur la viande I'agriculture
et/ou Famines BEAUCOUP
PEU DE GLUCIDES DE GLUCIDES
Sélection de la Relachement de la

résistance a lI'insuline contrainte sélective

Révolution industrielle

BEAUCOUP DE GLUCIDES
Forte prévalence de la Faible prévalence de la
résistance a l'insuline résistance a l'insuline
ex. Pima, Nauru ex. Européens

Figure 16 : Hypothéses combinées de la « piste carnivore » et du « génotype économe ».

Figure inspirée de Brand-Miller & Colagiuri (1994).

Cependant, les études génétiques basées sur la comparaison entre le niveau de différenciation
génétique de marqueurs a priori neutres et celui de marqueurs associés au diabéte de type 11
n’ont pas permis d’infirmer ou confirmer ces hypotheses. Certaines études ont trouvé des
signes de sélection positive locale sur certains génes, sans pour autant savoir dans quelles
populations ni sur quels alléles la sélection a agit (Fullerton et al., 2002, Myles et al., 2007,
Pickrell et al., 2009). D’autres études plus poussées ont également trouvé des signes de
s¢lection positive, mais sur des alléles non associés au diabete de type I (Vander Molen et
al., 2005, Helgason et al., 2007, Cheng et al., 2009, Pickrell et al., 2009). Finalement,

certaines études n’ont trouvé aucun signe de sélection (Ruiz-Narvaez, 2005).

Notre objectif est donc ici de tester ’hypothése du « génotype économe » et de la
« piste carnivore », en regardant si des adaptations alimentaires différentes ont eu lieu entre
des populations aux modes de subsistance différents. Nous cherchons a savoir si les éleveurs
et les agriculteurs d’Asie Centrale ont différentes prévalences de résistance a 1’insuline,

phénotype d’intérét car potentiellement sélectionné dans le passé, du fait de leur composante
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génétique. Pour cela, nous avons effectué quatre missions sur le terrain en Ouzbékistan et au
Kirghizistan, afin d’obtenir des données physiologiques nous permettant d’établir le statut de
résistance a I’insuline (caractérisée par un découplage physiologique entre les niveaux de
glucose et d’insuline dans le sang). Etant donné que la résistance a I’insuline est largement
multifactorielle, avec une part environnementale et une part génétique, nous devons prendre
en compte I’influence des co-variables environnementales sur ce phénotype, pour avoir acces
uniquement aux facteurs génétiques (ici reflétés par 1’ethnicité). Ainsi, nous avons effectué
des enquétes sur I’alimentation, I’activité physique et le contexte médical des individus, ainsi
que des mesures anthropométriques, pour pouvoir quantifier et comparer certaines co-
variables environnementales entre ethnies. Finalement, nous avons également récupéré des
¢chantillons d’ADN, pour tester directement si certains génes en lien avec la résistance a
I’insuline présentent des signes de sélection dans ces populations, et si ces pressions
sélectives sont différentes en fonction du mode de subsistance ancestral. Nous avons pour
cela séquencé 20 régions a priori neutres du génome et 11 régions centrées sur des mutations

préalablement associées au diabete de type II.
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B. Description du mode de vie et de I’état de santé

1) Matériel et méthodes
a) Campagnes d’échantillonnage

Une premiére mission préalable de trois semaines de reconnaissance de terrain et de
mise au point des questionnaires a été effectuée au Kirghizistan en mai-juin 2007 dans la
vallée de Naryn (villages de Kulanak et d’Ak-Muz), ainsi qu’au bord du lac Issyk-Koul dans
les villages réunis de Tamga et Barskoom (avec 1’aide de Begofia Martinez-Cruz, Philippe
Mennecier, Nicolas Lescureux, et de médecins et personnels hospitaliers locaux). Trois
campagnes d’échantillonnage ont ensuite été effectuées pour récolter toutes les données
nécessaires a notre étude, a savoir : des échantillons ADN, des échantillons sanguins congelés
sous forme de plasma et de sérum (pour les dosages physiologiques), des données
anthropométriques, des données sur I’alimentation, 1’activité physique, le contexte médical, et

enfin des données ethniques, linguistiques et démographiques sur I’individu et da famille.

Ces données ont été récoltées pour les Tadjiks (agriculteurs) sur trois semaines (octobre-
novembre 2007) en Ouzbékistan : 120 individus ont été échantillonnés a Boukhara (milieu
urbain, échantillon appelé Ta Urb) et 100 individus & Muchaus (milieu rural, Ta Rur). Pour
cet échantillon, le recrutement s’est fait grace aux médecins et infirmicres locaux, qui ont
demandé aux gens de participer a une étude sur le diabéte de type II. Cette méthode de
recrutement a favorisé la venue de gens se sachant atteint de diabete ou le suspectant, d’apres
des examens antérieurs ou des données familiales. Ainsi, 27% des Ta Urb et 10% des

Ta_ Rur se sont déclarés diabétiques ou pensaient avoir un exces de glucose dans le sang.

L’¢chantillon de Kirghiz (éleveurs) a été constitué au cours de deux missions, une
premiére de trois semaines en avril-mai 2008 a Bichkek (162 individus, milieu urbain,
¢chantillon appelé Ki Urb) et une deuxiéme de trois semaines a At-Bashy en juillet-aotit
2008 (194 individus, milieu rural, Ki_Rur). Notre projet a ici fait partiec d’une recherche
médicale plus large menée par I’équipe d’Almaz Aldashev sur la prévalence de diverses
maladies (cardiaque, pulmonaire, etc.) dans la population kirghize. Ceci a permis de recruter
nos échantillons avec moins de biais en faveur des diabétiques (12% de Ki Urb et 13% de
Ki Rur). Pour corriger les différences de recrutement entre éleveurs (Kirghiz) et agriculteurs

(Tadjiks), nous avons exclus de 1’é¢tude les individus se sachant diabétiques ou pensant avoir

-03 -



un exces de glucose dans le sang, d’aprés nos questionnaires médicaux. Ainsi, sur les 576
individus échantillonnés (120 Ta_Urb, 100 Ta Rur, 162 Ki_Urb et 194 Ki_Rur), 87 individus
ont été exclus, et les analyses ont été effectuées sur les 489 individus restants : 88 Ta Urb, 90

Ta_Rur, 143 Ki_Urb et 168 Ki_Rur.

La collecte de ces données, sous la direction d’Evelyne Heyer, est le résultat de
collaborations internationales fructueuses et n’aurait pas été possible sans, entre autres, I’aide
précieuse de Tatiana Hegay et son équipe en Ouzbékistan, 1’équipe médicale de I’hdpital de
Boukhara, Almaz Aldashev et son équipe au Kirghizistan, 1’équipe médicale d’At-Bashy,
ainsi que Stanislas Ashouraliev. Il va sans dire que rien n’aurait non plus été envisageable
sans les autres membres de la mission (Evelyne Heyer, Patrick Pasquet, et Philippe
Mennecier). Les moyens financiers ont été assurés par I’ Agence Nationale de la Recherche, a

travers le projet NUTGENEVOL (2007-2011).

b) Etablissement des questionnaires

Les questionnaires ethno-linguistiques ont été remplis par Philippe Mennecier, et les

autres questionnaires ont été¢ remplis par des médecins ou infirmiéres locaux.

Le questionnaire ethno-linguistique consiste a récolter des données sur la langue parlée,
I’appartenance aux groupes de parenté (pour les populations patrilinéaires), le lieu et la date
de naissance et le nombre d’enfants, tout ceci pour I’individu et sa famille (sa femme, ses
parents, ses grands parents et ses beaux parents). Ce questionnaire a été rédigé a partir des

modeles précédemment utilisés en Asie Centrale (Chaix et al., 2004).

Le questionnaire alimentaire qualitatif appelé « questionnaire de fréquence », et
présenté en annexe 2, a été mis au point a partir de modéles fournis par Patrick Pasquet
précédemment utilisés sur d’autres terrains en Afrique Centrale (Said-Mohamed et al., 2009).
Ce questionnaire consiste a demander a chaque individu la fréquence a laquelle chaque item
est consommeé, selon un indice de fréquence allant de un (jamais) a six (tous les jours). Ce
questionnaire permet donc de récolter des informations sur la diversité alimentaire, mais ne
permet pas de connaitre les quantités consommées pour chaque aliment. Pour adapter ces
questionnaires a 1’Asie Centrale, c'est-a-dire lister les items alimentaires consommés au

Kirghizistan et en Ouzbékistan, j’ai recu au préalable 1’aide expérimentée de Nicolas
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Lescureux et de Bernard Dupaigne, pour finalement obtenir une liste de 41 aliments (ou
groupes d’aliments). Dans le but d’obtenir des données quantitatives, des enquétes
alimentaires de 24h, ainsi que des suivis de préparation de plats, ont également été effectués
lors de la premicre mission, mais n’ont pas été reconduits lors des missions suivantes en
raison du temps nécessaire pour mener a bien ces enquétes. Un questionnaire demandant aux
individus les quantités de nourriture achetées au marché et/ou produites par semaine pour 11
aliments majeurs nous a tout de méme permis d’accéder a des données plus quantitatives

(voir annexe 2).

Un autre questionnaire, mis au point avec Patrick Pasquet, a eu pour objectif d’identifier
les maladies actuelles, passées et familiales des individus, ainsi que les traitements en cours,
pour connaitre 1’état de santé¢ des individus et mieux interpréter les résultats des dosages
physiologiques. Ce questionnaire a été accompagné d’une enquéte sur ’activité physique
(voir annexe 2). Pour les deux derni¢res missions au Kirghizistan, une version modifiée du
questionnaire IPAQ (questionnaire international sur 1’activité physique disponible sur

http://www.ipag.ki.se/downloads.htm) a ¢été utilisée. Ce questionnaire a été

internationalement validé (dans sa version frangaise), puis il a été traduit en russe par Philippe

Mennecier.

c)  Mesures anthropométriques

Les mesures anthropométriques ont été effectuées par Patrick Pasquet et moi-méme.
Nous avons relevé le poids (mesuré a 100gr prés a 1’aide d’un pése personne électronique
type Seca), la taille (au mm pres a 1’aide d’une toise Siber hegner), le tour de taille et de
hanche (relevés au cm pres a 1’aide d’un maitre ruban) et le pli sous-cutané tricipital (a 1’aide
d’une pince a plis Harpenden). Nous avons également récolt¢ des données de bio-
impédancemétrie, pour comprendre comment le poids se répartit en masse grasse et masse
maigre. L'impédancemétrie est basée sur les différences de propriétés électriques de la masse
grasse et de la masse maigre. Cette technique consiste a mesurer la résistivité du corps et
utilise le fait que la résistance a un courant alternatif (impédance), généré a travers le corps,
est liée au volume corporel (le conducteur) et au carré de la stature (longueur du conducteur).
L'eau étant le milieu conducteur par excellence, I'impédancemétrie consiste, avant tout, a
mesurer le volume d'eau corporelle totale. Le pourcentage de masse grasse peut ensuite €tre

déduit du volume d’eau corporelle totale, a partir de la formule de Segal (Segal et al., 1988).
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d) Dosages physiologiques

Quatre échantillons sanguins ont été prélevés par individu: SmL pour les analyses
génétiques, 2mL pour le dosage du glucose sur plasma (surnageant du sang n’ayant pas
coagulé grace a la présence d’EDTA dans les tubes), et 2x5mL pour les autres dosages sur
sérum (surnageant du sang ayant coagulé). Les tubes pour les dosages ont donc été
centrifugés et les surnageants ont été récupérés dans des tubes de 2mL. Pour étre conservés,
les échantillons ont ensuite été stockés sous forme congelée dans des bonbonnes a azote
liquide, a une température de -160°C. Une fois en France, les échantillons ont été dosés a
I’hopital Saint Vincent de Paul par 1’équipe d’Hormonologie Pédiatrique et Maladies
Me¢étaboliques, avec la collaboration de Najiba Lalhou et Marc Roger. Nous avons ainsi
obtenu les résultats de glycémie et d’insulinémie, nous permettant de calculer la résistance a
I’insuline : (Insuline x Glycémie / 22.5), avec les individus ayant ce rapport supérieur ou égal
a 2.6 définis comme « résistants a 1’insuline ». Nous avons également effectué des dosages de
leptine, d’HDL-cholestérol, de cholestérol total, ainsi que de triglycérides, notamment pour
pouvoir obtenir le phénotype du syndrome métabolique (présence chez un individu, d’un

ensemble de caractéristiques physiologiques) mais nous ne détaillerons pas ces résultats ici.

-96 -



2) Données sur I’alimentation
a)  Questionnaire alimentaire de fréquence

Parmi les 489 individus de 1’étude, 446 individus ont rempli des questionnaires de
fréquence (86 Ta_Urb, 69 Ta Rur, 142 Ki_Urb et 149 Ki_ Rur). Ces données ont ensuite été
transformées en données de fréquence par mois et les items (dont certains sont groupés
ensemble) ont été classés dans 5 catégories, afin de distinguer des tendances générales :

1) les amylacées : riz, pates, pain, céréales et pommes de terre

2) les protéines animales : mouton, chevre, cheval, lapin, beeuf, dinde, poulet, porc, ceuf, et
poisson

3) les produits laitiers : lait frais, créme de lait, kéfir (boisson issue de la fermentation du lait
et 1égérement alcoolisée), fromage, fromage blanc et beurre

4) les fruits et légumes : fruits secs, fruits de saison, amandes, noix, arachides, oignons,
tomates / concombres / salades, épinards, betteraves / navets / choux, aubergines / poivrons,
radis, carottes, haricots / pois chiches

5) les sucreries et boissons : limonade, autres boissons pétillantes sucrées, bozo / jarma
(boissons locales alcoolisées obtenues a partir de fermentation de céréales ou d’orge,
respectivement), biere, vodka, gateau, confiture, miel, bonbon et sucre.

Les résultats, pour chaque item séparément et pour les grandes catégories, ainsi que
I’analyse de la comparaison entre ethnies (Tadjiks vs Kirghiz) et entre milieux (Urbains vs
Ruraux) sont présentés ci-dessous. Les items alimentaires ne présentant aucune différence
significative entre ethnies ou entre milieux (pates, pain, lapin, arachide, biere et miel) ne sont

pas présentés dans ce tableau.
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Moyenne de fréquence par
mois (écart-type)

Comparaison
inter ethnie

Comparaison
inter milieu

Ta_Urb Ta_Rur Ki_Urb Ki_Rur |Rr/k* p-val' |RU/R* p-val
A . 149 148 13.2 12.3 1.2 4E-14 | 1.1 0.002
mylacées

Q7 (14 (32 (3.3)
Riz 8.3 6.6 6.6 4.9 1.3 1E-06 | 1.3 1E-05
Céréales 3.8 1.0 5.4 3.0 0.6 3E-07 | 2.0 1E-11
Pommes de terre 273  29.8 17.1 16.2 1.7 9E-16 | 1.0
Protéi . 5.7 4.7 4.0 2.7 1.6 9E-16 | 14 4E-11

rotéines Animales

(1.6) (1.5 (1.7 (1.7
Mouton 2.3 1.2 6.7 9.9 0.2 9E-16 | 0.7 6E-07
Chévre 0.0 1.0 0.4 1.9 0.4 0.2 2E-15
Cheval 0.2 0.0 1.4 1.4 0.1 9E-16 [ 0.9
Boeuf 30.0 272 179 3.5 277 9E-16 | 2.0 2E-15
Dinde 0.6 0.0 0.5 0.2 1.0 0.003 [ 3.6 7E-05
Poulet 4.5 2.8 4.1 2.3 1.2 0.003 1.7  6E-07
Porc 1.0 0.0 0.1 0.0 155 0.02 | 23.7 3E-04
Euf 157 13.0 5.9 6.6 23 O9E-16 | 1.1
Poisson 3.1 1.5 2.1 1.5 1.3 2E-04 | 1.7 1E-06
oI ) BT 115  12.0 9.3 6.1 1.6 9E-16 | 1.3 3E-08

G0 (52 43 (@29
Fruits secs 9.7 5.8 16.6 9.0 06 3E-07| 1.7 9E-05
Fruits de saison 19.3 238 6.5 1.8 52 9E-16 | 1.3  6E-08
Amandes 4.2 2.0 2.2 0.5 2.5 8E-09 | 3.1 6E-08
Noix 4.3 2.7 4.2 1.6 1.3 2.2 0.001
Oignons 30.0 29.7 169 114 2.1 9E-16 | 1.3 2E-04
Tomates / Concombres / Salades | 24.1 19.4 0.7 0.2 48.1 9E-16 [ 1.6 2E-04
Epinards 8.4 4.2 6.6 4.7 1.2 1E-06 | 1.6
Betteraves / Navets / Choux| 6.5 12.0 7.6 4.7 1.5 2E-09 | 1.0 0.03
Aubergines / Poivrons 6.5 14.7 9.4 43 1.6 4E-06 | 1.1 0.01
Radis 6.4 12.1 18.9 13.0 0.6 2E-09 | 1.1
Carottes 239 154 1.2 0.2 28.7 9E-16 [ 1.9  8E-10
Haricots / Pois chiches 4.9 10.7 259 26.7 0.3 9E-16 | 0.8 0.002
Produits Laitiers 8.7 11.6 9.1 14.0 0.9 0.01 0.7 8E-14

Q7 (14 (32 (33)
Lait frais 125 205 10.7 25.3 0.9 0.5 2E-15
Créme de lait 5.2 12.2 3.7 18.7 0.7 0.3 2E-15
Kéfir 10.7 176 10.2 19.2 0.9 0.6 SE-12
Fromage 7.0 2.1 6.5 3.7 1.0 2.1 1E-08
Fromage blanc 3.5 4.3 4.0 5.7 0.8 0.04 0.7  0.022
Beurre 204 11,6 192 11.1 1.1 1.7 2E-11

-98 -




Moyenne de fréquence par | Comparaison | Comparaison
mois (écart-type) inter ethnie inter milieu

Ta Urb Ta RurKi Urb Ki Rur |RT/kx*| p! |RuR*| p'

100 102 80 7.6 | 13 3E-07| 10
(3.9 (5.1) (G4  (33)

Sucreries & boissons

Limonade 22 7.3 4.3 3.2 1.2 0.004 | 0.8 4E-04
Boisson pétillante sucrée 6.9 10.2 2.1 23 3.8 9E-16 | 0.8 0.01
Bozo / Jarma 1.7 1.5 2.4 1.1 0.9 1.7  2E-05
Vodka 2.5 1.1 1.4 0.9 1.6 2.0 0.003
Gateau 11.3 9.8 1.4 20.9 09 003 | 03 2E-15
Confiture 19.7 184  20.0 7.7 1.4 7E-05 | 1.8 4E-11
Bonbon 207 189 128 4.2 24 O9E-16 | 1.8 2E-09
Sucre 21.6  19.7 223  26.1 09 0.003 [ 0.9

*RA/B : Rapport de la moyenne A/B (avec T : Tadjiks, K : Kirghiz, U : Urbains et R : Ruraux) ;

' p : p-valeurs (test de Wilcoxon). Seules les valeurs significatives sont reportées ici.

Tableau 10 : Résultat des questionnaires alimentaires de fréquence et comparaisons entre
ethnies et entre milieux. Les rapports de moyenne entre groupes (RA/B) significativement

supérieurs ou égaux a 2 sont écrits en rouge.

Parmi les dix items les plus fréquemment consommés, quatre sont communs a toutes les
populations : le pain, les oignons, les pommes de terre et le sucre. La catégorie la plus
fréquemment consommée est celle des amylacées, sauf pour les Kirghiz en campagne
(Ki_Rur) ou ce sont les produits laitiers. Pour les quatre échantillons, la catégorie la moins

fréquemment consommée correspond a celle des protéines animales.

Différences entre ethnies

En ce qui concerne les grandes catégories, les Tadjiks consomment significativement
plus souvent des amylacées (p = 4.10™%), des protéines animales (p = 9.10'°), des fruits et
légumes (p = 9.10™'%) et des sucreries et boissons (p = 3.107). D’un autre c6té, les Kirghiz

consomment significativement plus souvent des produits laitiers (p = 0.01).

Différences entre milieux

Les urbains consomment significativement plus souvent des amylacées (p = 0.002), des
protéines animales (p = 4.10™") et des fruits et légumes (p = 3.10), tandis que les ruraux
consomment plus souvent des produits laitiers (p = 8.10"*). Il n’y a pas de différence

significative pour la catégorie des sucreries et boissons.
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De maniere générale, a part pour quelques aliments décrits plus hauts, les écarts de
moyennes, qu’ils soient entre ethnies ou entre milieux ne sont pas trés importants : pour les
grandes catégories, RT/K (rapport de la moyenne entre Tadjiks et Kirghiz) varie entre 0.9 et
1.6 et RU/R (rapport de la moyenne entre urbains et ruraux) varie entre 0.7 et 1.4. Ainsi,
d’apres les questionnaires de fréquence, nous n’observons pas un profil de consommation tres

différent entre populations.

b)  Questionnaire alimentaire quantitatif

Sur les 489 individus de 1’étude, nous avons récupéré des données quantitatives pour
441 individus (59 Ta Urb, 90 Ta Rur, 141 Ki_Urb et 151 Ki_Rur). Il s’agissait de demander
aux individus d’indiquer la quantit¢ de différents aliments achetés au marché ou produits
(farine, riz, pommes de terre, pates, viande, oeuf, lait, sucre et huile), et de préciser le nombre
de personnes consommatrices dans le foyer. Ces données sont plus précises que les
questionnaires qualitatifs précédents, puisqu’il s’agit de quantités réellement consommées.
Les données sont ici présentées en litre d’huile achetés, en kilogramme de viande / poisson /
sucre / farine / riz / pommes de terre / pates achetés, en litre de lait achetés et/ou produits et en
nombre d’ceufs achetés, par semaine et par personne (voir tableau 11 ci-dessous). Comme
précédemment, les items ne présentant pas de différences significatives entre catégories ne

sont pas présentes.
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Moyenne quantitative par semaine | Comparaison | Comparaison

et par personne* entre ethnie entre milieu
Ta_Urb Ta Rur Ki Urb Ki Rur| RT/K' p-val®> | RUR* p-val?
Amvlacées 3.23 6.18 3.27 5.86 1.1 0.6 7E-16
y 15 28 (19 (1)
Farine 1.02 3.87 1.07 3.28 1.2 0.3 7E-16
Riz 0.57 0.69 0.60 0.48 1.2 0.002 1.1
Pates 0.27 0.42 0.48 0.72 0.6 SE-08 0.7 1E-06

1.04 0.63 1.24 0.99 0.7 1E-08 1.4 4E-09

ve . 3
Protéines animales (0.5) (0.4) (0.8) (0.6)

Viande 0.76 0.42 0.98 0.78 0.6 SE-12 1.4 2E-07
(Eufs 4.45 3.06 4.14 2.38 1.1 0.03 1.6 4E-09
Lait 2.17 1.84 1.31 5.05 0.6 0.02 0.4 SE-07
Sucre 0.27 0.39 0.30 0.57 0.8 0.002 0.6 7E-16
Huile 0.29 0.44 0.26 0.30 1.4 7E-08 0.8 1E-06

" Données en litre (pour I'huile et le lait), en unités (pour les ceufs) ou en kilogramme (pour les
autres items) ; ' RA/B : Ratio de la moyenne A/B (avec T : Tadjiks, K : Kirghiz, U : Urbains et R :
Ruraux) ; * p significatives du test de Wilcoxon ; * Pour cette moyenne, les données sur les ceufs

ont été converties en poids (65g par ceuf).

Tableau 11 : Résultat des questionnaires alimentaires quantitatifs et comparaisons entre
ethnies et entre milieux. Les rapports de moyenne entre groupes (RA/B) significativement

supérieurs ou égaux a 2 sont écrits en rouge.

Le nombre moyen d’individus par foyer n’est pas significativement différent entre les

quatre populations (entre 4.1 et 4.4).

Différences entre ethnies

La consommation d’amylacées n’est pas significativement différente entre Kirghiz et
Tadjiks. Par contre, les Kirghiz consomment significativement plus de protéines animales (p
=1.10"®), et en fait surtout 1.7 fois plus de viande (p = 5.10"%). Ce résultat va a I’inverse du
questionnaire précédent ou nous trouvions que les Tadjiks consomment 1.6 fois plus souvent
de protéines animales. Cette différence entre questionnaires pourrait refléter une mauvaise
estimation de la consommation dans I’un ou l’autre des questionnaires, mais elle pourrait
¢galement refléter des différences dans le mode de consommation des populations. Ainsi, les
Kirghiz pourraient manger moins fréquemment mais en quantité plus importante de la viande,
a travers, par exemple, la consommation de plats exclusivement a base de viande comme le

« besh-barmak », plat national du Kirghizistan. Nous voyons également que les Kirghiz ont
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une consommation significativement plus importante de lait (»p = 0.02), en cohérence avec le
questionnaire de fréquence, ainsi que plus de sucre (p = 0.002), surtout en campagne. Les

Tadjiks, eux, consomment significativement plus d’huile (p = 7.10°®).

Différences entre milieux
Les ruraux consomment significativement plus d’amylacées (p = 7.107°), de lait, de

sucre et d’huile. A I'inverse, les urbains consomment significativement plus de viande (p =

2.107).

Chez les Kirghiz, 1’alimentation moins riche en huile et plus riche en lait et en viande
fait bien penser a une alimentation traditionnellement d’¢leveurs, tandis que celle des
Tadjiks (plus riche en huile et moins riche en lait et en viande), est plus proche d’une
alimentation d’agriculteurs. Cependant, nous voyons que la soviétisation a amené en grande
quantité des amylacées dans la nourriture kirghize, notamment des pates et du sucre, aliments

a priori non traditionnels.

c) Conclusion

En conclusion, pour les données alimentaires, nos questionnaires ne mettent pas en
¢vidence de différences importantes qualitatives entre échantillons. Nous voyons cependant
une tendance vers plus de diversité alimentaire chez les Tadjiks et en ville, sauf pour les
produits laitiers, ou la tendance est inverse. D’un point de vue quantitatif, différents types de
régimes alimentaires peuvent étre identifiés, avec plus de viande et de lait chez les Kirghiz, et
plus d’huile chez les Tadjiks. En milieu urbain, nous voyons une consommation accrue de
viande, mais les autres aliments (amylacées, lait, sucre et huile) sont trouvés en plus grande
quantit¢é en campagne. Une investigation plus poussée d’anthropologie nutritionnelle
permettrait certainement de mieux apprécier ces écarts entre populations, mais 1’objectif de
cette étude est simplement de déterminer si les régimes alimentaires sont dans I’ensemble
différents entre ethnies, afin de comprendre si les prévalences de résistance a 1’insuline dans

ces populations peuvent étre directement liées a des différences d’alimentation.
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3) Données sur P’activité physique
a)  Questionnaire d’auto-estimation

Nous avons récolté des données sur I’activité physique, d’aprés un questionnaire d’auto-
estimation (voir annexe 2), pour 460 individus (86 Ta Urb, 90 Ta Rur, 143 Ki Urb et 141

Ki Rur) (voir figure 17 ci-dessous).

Activité physique chez les Ta_Urb Activité physique chez les Ta_Rur
2.4
O inactif
O inactif O peu actif
O pel-J actif o actif
0 actf m trés actif
W trés actif
Activité physique chez les Ki_Urb Activité physique chez les Ki_Rur
O inactif 3.1
O peu actif O inactif
m actif O peu actif
m trés actif 0 actif
m trés actif

Figure 17 : Activité physique des populations échantillonnées d’aprés le questionnaire d’auto-

estimation
Chez les Tadjiks en ville, nous observé une majorité d’individus « peu actifs » (38.8%)

et « actifs » (51.8%), avec seulement 2.4% de « trés actifs », tandis qu’en campagne, 15.7%

s’estiment « trés actifs ». Les indices moyens (2.49 et 2.83 chez les Ta Urb et les Ta Rur,
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respectivement) sont significativement différents (p = 2.107), malgré un 4ge moyen plus

¢élevé chez les Ta Rur que chez que les Ta_Urb (48.0 vs 40.8 ans).

Chez les Kirghiz, ’activité physique n’est pas significativement différente entre ville et
campagne (indice moyen de 2.45 et 2.60, respectivement, et p = 0.12) et leur activité
physique n’est pas significativement différente de celle des Tadjiks en ville (p = 0.72 et 0.24,
respectivement). Le seul écart significatif d’activité physique entre ces populations est donc
celui entre les Ta Rur, particulierement actifs, et les trois autres (p = 2.10'3, 9.10™ et 0.01,
respectivement pour Ta Urb, Ki_Urb et Ki Rur). Nous pouvons noter que, bien que les
Ta Urb ont la méme activité physique que les deux autres populations kirghizes, ils ont une

moyenne d’age de 10 ans plus jeune.

Si I’on considére séparément les hommes et les femmes, nous trouvons que chez les
Tadjiks, la forte différence d’activité physique entre ville et campagne est majoritairement
due a un écart entre les femmes (2.87 vs 2.38), par rapport a 1’écart entre hommes (2.76 vs
2.65). Chez les Kirghiz, la différence (plus faible) entre ville et campagne est mieux

expliquée par les écarts entre hommes (2.61 vs 2.40) qu’entre femmes (2.58 vs 2.51).

b)  Métiers exercés

La plus forte dépense physique des Ta Rur par rapport aux autres populations peut
s’expliquer par leur mode de vie plus traditionnel, comprenant des travaux liés a 1’agriculture
qui constituent une importante dépense énergétique. En effet, d’aprés les données sur les
professions exercées, 28.6% des Ta Rur sont agriculteurs contre 2.4% chez les Ta_Urb, 1.4%
chez les Ki_Urb (en cumulant également les ¢éleveurs) et 8.8% chez les Ki_Rur (en cumulant
¢galement les éleveurs). Les Ta Rur exercent donc une activité professionnelle plus

physique.

c) Mode de transport et activité sportive

Nous avons également obtenu gridce au questionnaire sur [’activité physique le
pourcentage d’individus effectuant une dépense énergétique pour aller au travail : en vélo ou
a pied (ou a cheval chez les Kirghiz), par rapport a ceux qui prennent la voiture, le bus, ou ne
se déplacent pas pour leur travail. Ainsi, 33.8% des Ta_Urb effectuent une activité physique

pour aller au travail, par rapport a 91.8% pour les Ta Rur. Chez les Kirghiz, les urbains sont
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23.2% a se dépenser physiquement pour ce trajet, pour 50.4% en milieu rural. Nous
retrouvons bien encore un écart entre ville et campagne, avec surtout un écart important entre
les Ta_Rur et les trois autres populations. Le pourcentage d’individus pratiquant une activité
sportive est de 24.7% chez les Ta Urb, 0% chez les Ta_Rur (avec seulement environ un quart
des individus ayant répondu a la question), 18.6% chez les Ki_Urb et 5.2% chez les Ki_Rur.

L’activité sportive « ludique » est donc plus importante en milieu urbain.

d)  Questionnaires IPAQ

Nous avons également fait passer des questionnaires IPAQ (International Physical
Activity Questionnaire) que nous avons adaptés, mais seulement lors des deux dernicres
missions, pour les Ki Urb (126 individus) et les Ki Rur (108 individus). Il consiste en
plusieurs questions simples sur le temps passé a différents types d’efforts (nombre d’heures
par semaine d’activité intense et intermédiaire, de marche et de temps passé assis), dont les
résultats sont ensuite transformés en un indice d’activité physique, faible (1), intermédiaire
(2) ou fort (3) selon les critéres définis par le protocole de I'TPAQ (également disponible sur

le site http://www.ipaq.ki.se/downloads.htm). Les résultats sont présentés ci-dessous :

Activté physique chez les Ki_Urb Activté physique chez les Ki_Rur
(IPAQ) (IPAQ)
O faible 18% O faible
O intermédiaire O intermédiaire
m fort m fort

60%

Figure 18 : Activité physique des Kirghiz selon le questionnaire IPAQ

Nous voyons ici une différence plus marquée entre campagne et ville chez les Kirghiz
que trouvée précédemment avec les indices d’auto-estimation, avec 26% des Kirghiz en
campagne effectuant une activité physique intense, par rapport a 10% en ville. Les indices

moyens sont ici significativement différents (1.79 vs 2.07, p = 0.001).
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J’ai comparé la quantité exacte d’activité physique obtenue d’apreés le questionnaire
IPAQ (information brute avant la transformation en indice) avec les indices d’auto-estimation

de la premicre enquéte. Les résultats sont présentés ci-dessous :

Nombre d’heure / jour de sport
Auto- . . L e s
estimation intense et intermédiaire, ou de
marche (selon ’'[PAQ)
. Ki Urb 1.0
Non actif Ki Rur 2.0
. Ki Urb 2.2
Peu actif Ki Rur 2.9
. Ki Urb 3.5
Actif Ki Rur 6.3
\ . Ki Urb 8.5
Tres actif Ki Rur 10.2

Tableau 12: Quantité de sport ou de marche estimée avec le questionnaire IPAQ, en

moyenne pour chaque indice d’auto-estimation, chez les Kirghiz

Ainsi, nous voyons que quand un individu urbain s’estime actif, il effectue en moyenne
3.5 heures de sport par jour, tandis qu’un individu rural s’estimant actif effectue 6.3 heures
d’activité physique par jour. Ces résultats nous permettent de penser que la différence entre
ville et campagne trouvée dans notre premicre étude d’auto-estimation est largement sous-
estimée. La différence entre les deux enquétes d’activité physique (figure 17 et 18) s’explique
aisément par le fait que I’indice d’auto-estimation correspond a une perception de I’individu,
donc certainement par rapport a une référence uniquement propre a sa population. Ainsi, si
une population fait plus d’activité physique qu’une autre, il est possible que ce résultat soit
sous-estim¢ par les indices d’auto-estimation, mais mieux révélé par ’enquéte IPAQ plus

objective.

En résumé, P’activité physique est plus importante en campagne qu’en ville dans les
deux populations, avec cependant un contraste plus marqué chez les Tadjiks. Ces écarts sont
certainement liés aux travaux physiques intenses liés a 1’agriculture en milieu rural. De plus,
en ville, les urbains se déplacent majoritairement en voiture, ou en bus, et certains
compensent la perte d’activité physique par la pratique d’activités sportives, quasi inexistante

en campagne.
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4) Données anthropométriques
a)  Description de I’échantillon

Nous avons récolté des données anthropométriques pour 484 individus. Les moyennes
d’age dans chaque population et par sexe sont présentées ci-dessous. Toutes les données entre
parentheses, ici et dans la suite, correspondent aux écarts-types. De méme, toutes les
comparaisons entre groupes se basent sur des tests de Wilcoxon avec des p-valeurs corrigées

pour les tests multiples d’apres la correction FDR (pour False Discovery Rate).

Femmes Hommes Moyenne d’age
Proportion dans Age moyen Proportion dans Age moyen (hommes et
I’échantillon I’échantillon femmes)
Ta Urb 56% 40.1 (11.9) 44% 41.7 (10.1) 40.8 (12.0)
Ta Rur 67% 45.1 (10.6) 33% 53.7 (14.0) 48.0 (12.9)
Ki Urb 52% 49.5 (8.0) 48% 51.3(8.3) 50.3 (8.2)
Ki Rur 60% 48.9 (10.4) 40% 54.3 (10.6) 51.0 (10.7)

Tableau 13 : Répartition des individus échantillonnés selon 1’age et le sexe

Pour les Kirghiz, I’age n’est pas significativement différent entre échantillons (p
compris entre 0.22 et 0.32), sauf pour la comparaison entre les hommes et femmes en milieu
rural (p = 0.004). Pour les Tadjiks, au contraire, tous les échantillons sont significativement
différents (p compris entre 0.001 et 0.005), sauf pour la comparaison entre les hommes et
femmes en milieu urbain (p = 0.37). Les femmes tadjikes urbaines sont de cinq ans plus
jeunes que les rurales en moyenne, et les hommes urbains de douze ans plus jeunes que les
ruraux en moyenne. Avant le recrutement, nous avons défini des limites d’age pour les
participants a I’étude comprises entre 35 et 70 ans, mais nous n’avons pas pu controler au fur
et a mesure les ages des individus venant pour notre étude. Ces différences sont importantes a
considérer pour ’interprétation des résultats. De plus, 1’échantillon tadjik a un effectif deux
fois plus faible que I’échantillon kirghiz, ce qui peut diminuer la puissance de nos tests. Ainsi,
surtout pour les estimateurs de santé, les comparaisons entre environnement urbain et rural
chez les Tadjiks, que ce soit pour les hommes ou les femmes, ne seront que peu discutées.
Une derniere mission d’échantillonnage de Tadjiks en Ouzbékistan, initialement prévue en
avril 2009, a di étre reportée a cause de changements 1égislatifs sur I’exportation de matériel
biologique. Cette derniére mission aura finalement lieu en février 2010 et aura pour but

d’augmenter les effectifs et de rétablir ces écarts d’age dans nos échantillons.
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b)  Variables de poids

Nous avons enlevé 700g au poids des Ta Urb, Ta Rur et Ki_Urb et 500g au poids des
Ki_ Rur, ce qui correspond a I’estimation du poids des vétements portés. De la méme manicre,
1 cm a été retiré au tour de taille et 2 cm au tour de hanche, pour compenser le port des
vétements lors des mesures. Les mesures anthropométriques par sexe et par population sont

présentées dans le tableau ci-dessous.

Poids* Taille T];‘l’l‘l‘:* h:n"c‘l‘;* Pli | Pgras ! | IMC?
Ta Urb | 698 1597 87 1059 25] 367 | 274
Ta Rur | 68.1 1565 875 1033 23| 373 | 278
Ta_Urb 80 1703 96 1045 12| 295 | 276
Ta Rur | 727 1643 934 1005 10| 300 | 272
KiUb _| 702 1574 881 1042 24[ 383 | 283
Ki_Rur 653 1545 867 1017 20| 372 | 273
Ki_Urb 81.6 1706 982 1038 12| 294 | 28
Ki Rur | 69.1 1672 89 973 86| 27.5 | 247

* Valeur corrigée pour le port de vétement ; ' Pgras : pourcentage de
masse grasse d’aprés la bio-impédancemétrie ; > IMC : Indice de masse

corporelle (Poids / Taille ?)

Tableau 14 : Mesures anthropométriques par population et par sexe

Chez les Tadjiks, il n’y a aucune différence significative entre ville et campagne chez
les femmes, et seul le poids (p = 0.04) et le tour de hanche (p = 0.048) sont significativement
différents chez les hommes entre milieu rural et urbain. Chez les Kirghiz, le poids (p = 0.049)
et le pli (p = 0.01) sont significativement différents entre ville et campagne pour les femmes,
et toutes les variables de poids sont significativement différentes pour les hommes (poids : p
=5.107 ; tour de taille : p = 5.10°; tour de hanche : p = 5.10°; pli: p = 1.107 ; pgras : p =

0.01 ; IMC : p = 5.10°), avec des moyennes plus élevées en ville.

Le fait que les Kirghiz, et non les Tadjiks, présentent de forts écarts de poids entre
milieu rural et urbain peut paraitre étonnant puisque les niveaux d’activité physique,
influencant fortement les variables de poids, présentent plus de différences chez les Tadjiks

que chez les Kirghiz. Plusieurs interprétations, non exclusives, peuvent étre formulées : 1) la
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différence de poids entre milieu rural et urbain chez les Kirghiz n’est pas majoritairement li¢e
aux changements d’activité physique mais plutot a d’autres facteurs, dont éventuellement des
différences d’alimentation non mises en évidence ici ; 2) les Kirghiz sont beaucoup plus
sensibles a des changements d’activité physique que les Tadjiks ; 3) I’age en moyenne plus
¢levé chez les Tadjiks en campagne masque les différences; 4) la plus petite taille

d‘échantillon chez les Tadjiks diminue la puissance de nos tests.

Les facteurs de risque liés aux variables de poids peuvent étre définis a partir de I’indice
de masse corporelle (IMC), qui est le poids en kg sur le carré de la taille en m. Si cet indice
est supérieur ou égal a 25, I’individu est considéré en surpoids (par opposition aux normo-
pondéraux dont ’IMC est compris entre 18 et 24.9). Si le poids est spécifiquement entre 25 et
29.9, I’individu est considéré comme pré-obese. Si le poids est au-dessus de 30, ’individu est
considéré comme obese, avec une obésité de type I entre 30 et 34.9 ; de type II entre 35 et
39.9 ; et de type III au-dela de 40. Les résultats pour ces facteurs de risque sont présentés

dans le tableau 15 ci-dessous :

Pré- | Obésité | Obésité | Obésité | TOTAL
obésité | Type I | Type II | Type III |(Surpoids)
Ta_Urb 31.3% | 12.5% | 14.6% 2.1% 60.4%

Ta Rur F 31.7% | 21.7% | 11.7% 1.7% 66.7%
Ta Urb H 46.2% | 20.5% | 2.6% 0.0% 69.2%
Ta Rur 43.3% | 6.7% 3.3% 3.3% 56.7%
Ki Urb 36.0% | 20.0% [ 12.0% 2.7% 70.7%

Ki Rur 40.0% | 20.0% | 4.0% 2.0% 66.0%
Ki Urb 50.0% | 25.0% | 2.9% 0.0% 77.9%
Ki Rur 45.3% | 4.7% 0.0% 0.0% 50.0%

Tableau 15 : Facteurs de risques liés au poids pour chaque population, et par sexe

Nous voyons que ces populations sont en général fortement concernées par des
problémes de poids, avec entre 56.7% et 77.9% de chaque échantillon ayant du surpoids. Les
hommes ont en moyenne plus de surpoids que les femmes en milieu urbain, mais les femmes
en ont plus en milieu rural. De plus, les femmes sont en général plus touchées par de 1’obésité

type II et 111, tandis que les hommes sont plus touchés par de la pré-obésité.
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Les facteurs de risque peuvent également étre définis par le tour de taille seul, ou le
rapport entre tour de taille et tour de hanche (on parle alors d’obésité centrale). Pour le tour de
taille, nous avons vu que seuls les hommes kirghiz ont une différence significative pour cette
variable entre milieu urbain et rural (p = 5.10°). Concernant le rapport entre tour de taille et

tour de hanche, aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence.

c) Taille

Nous trouvons une différence de taille entre ville et campagne, avec des moyennes plus
¢levées en ville pour tous les échantillons : pour les femmes, augmentation de 3.2cm chez les
Tadjiks (bien que seulement marginalement significative p = 0.06), et de 2.9cm chez les
Kirghiz (p = 0.002) ; pour les hommes, augmentation de 6 cm chez les Tadjiks (p = 0.01) et
de 3.4 cm chez les Kirghiz (p = 0.001). Cet écart de taille peut s’expliquer par de meilleures
conditions de vie en ville : meilleure alimentation, moins de contraintes infectieuses, ou plus

d’acceés aux soins.

d) Hypertension

Comme les variables de poids, la pression artérielle n’est significativement différente
qu’entre ville et campagne chez les hommes kirghiz (p = 0.002 et 0.0002 pour les pressions

artérielles systoliques et diastoliques, respectivement).

Pression  Pression 9% hvper-
artérielle  artérielle  *° 0P
. . . tension

systolique diastolique
TAB 134.6 82.8 36.4
TAM 142.4 85.4 46.7
KIB 137.6 88.4 51.7
KIM 130.4 83.1 31.5

Tableau II-E16 : Pression artérielle selon les populations et le sexe
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5) Données physiologiques obtenues a partir des dosages sanguins

Nous avons obtenu des données physiologiques pour 450 individus. Les résultats de
glycémie et d’insulinémie, ainsi que les valeurs de résistance a I’insuline (RI), sont présentés

dans le tableau 17 ci-dessous.

Glycémie | Insuline ! 2

mmol/l | plU/ml RI RI
Ta_Urb F 5.43 7.3 1.82 16.7%
Ta Rur 5.51 6.0 1.48 8.9%
Ta_Urb u 5.53 9.2 242 26.5%
Ta Rur 5.60 5.5 1.41 14.3%
Ki Urb F 5.46 8.6 2.15 25.3%
Ki Rur 5.50 9.4 2.38 27.9%
Ki Urb 0 5.63 9.6 2.55 31.3%
Ki Rur 5.59 7.8 1.99 23.3%
RI' Résistance a I’insuline = (insuline * glucose) / 22.5
RI*: % d’individus résistants 4 I’insuline (avec IR' > 2.6)

Tableau 17 : Résultats des dosages physiologiques et de la résistance a I’insuline

L’insuline des hommes kirghiz et tadjiks est significativement plus importante en milieu
urbain qu’en milieu rural (p = 0.01 chez les deux ethnies). Aucune autre différence

significative n’a été trouvée pour les dosages de glycémie et d’insuline.

Au niveau des prévalences de résistance a I’insuline (voir également figure 19 ci-
dessous), nous voyons que les individus en milieu urbain sont plus résistants a 1’insuline
qu’en milieu rural (sauf les femmes kirghizes), mais les seules différences significatives sont
pour les hommes (p = 0.03 pour les Kirghiz et 0.02 pour les Tadjiks). Ces écarts sont
certainement dus a la baisse d’activit¢ physique en milieu urbain, comme montré
précédemment, ou bien a une dégradation de 1’hygiéne alimentaire (non mise en évidence
ici). Les Kirghiz ont également en moyenne des prévalences de résistance a 1’insuline plus
fortes que les Tadjiks, bien que seulement la comparaison des femmes en milieu rural soit
significative (p = 0.001). Ces écarts peuvent étre dus a la composante génétique de chaque

ethnie.
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Pourcentage de résistance a l'insuline

35

30 -

25 - -4

20 -

15 -

10 - Tadjik femmes
—— Tadjik hommes

5 | Kirghiz femmes
—a— Kirghiz hommes

0 |

Rural Urbain

Figure 19 : Pourcentage de résistance a 1’insuline en fonction des sexes, des ethnies, et

de I’environnement (milieu rural vs urbain)

Ces résultats suggerent donc une tendance pour une résistance a I’insuline plus ¢levée
en milieu urbain (influence de 1’environnement) et chez les Kirghiz (influence de facteurs
populationnels). Mais il est important de souligner que ces échantillons sont hétérogénes en
ce qui concerne 1’age, le poids, et I’activité physique. Afin de voir s’il existe une différence
significative de résistance a 1’insuline entre ces populations, il nous faut corriger pour ces co-

variables confondantes.
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6) Régressions

Nous cherchons a savoir si la variable « ethnie », ici reflet des composantes génétiques
propres a chaque mode de subsistance ancestral, est un facteur de risque pour la résistance a
I’insuline, en corrigeant pour d’autres co-variables explicatives confondantes, comme 1’age,
le sexe ratio, le milieu (urbain vs rural), le poids et 1’activité physique. Pour cela, nous avons
effectué des régressions linéaires pour 453 individus sur les données de résistance a 1’insuline
(variable d’intérét), en utilisant conjointement les variables précédentes comme variables
explicatives. Les régressions sur les données continues sont des régressions linéaires
(méthode des moindres carrés), tandis que sur les données discretes, il s’agit de régressions
logistiques. Nous n’avons pas corrigé pour des éventuelles différences d’alimentation car le
nombre important de données manquantes pour 1’alimentation réduisait trop fortement notre
¢chantillon. De plus, nous n’avons pas trouvé de différences importantes d’alimentation entre

ethnies.

L’age est utilis¢ en variable continue, le sexe, le milieu (urbain vs rural) et I’activité
physique en variables discréetes. Pour 1’activité physique, les individus ont été classés d’aprés
les questionnaires d’auto-estimation en inactifs vs actifs (cumulant les peu actifs, actifs et trés
actifs). Il faut noter que le poids est a la fois une co-variable confondante (puisqu’elle refléte
notamment des différences environnementales d’alimentation) et une variable d’intérét
(puisque I’obésité est associée a la résistance a I’insuline). Si le surpoids est significativement
expliqué par la variable « ethnie », alors nous ne pourrons pas savoir dans quelle mesure cette
variable « ethnie » a une influence directe ou indirecte sur la résistance a 1’insuline. Nous

allons donc commencer par effectuer des régressions avec le poids comme variable d’intérét.

a) Régressions sur le poids

Plusieurs variables de poids peuvent étre utilisées. Nous allons ici tester trois variables :
I’IMC, le pli sous-cutané, et le pourcentage de masse grasse (le rapport tour de taille sur tour
de hanche n’étant pas significativement entre catégories). L’IMC permet de corriger le poids
pour la taille des individus, mais ne permet pas de savoir si I’excés de poids est di a de la
masse maigre (muscles, os et eau corporelle) ou de la masse grasse. Au contraire, les mesures
de pli sous-cutané sont censées étre plus sensibles a la graisse qu’aux muscles, et les données

de bioimpédance nous permettent d’obtenir le pourcentage prédit de masse grasse.
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IMC
Pour ’'IMC, les sujets normo-pondéraux (137 individus, IMC inférieur a 25) sont

comparés a ceux en surpoids (261 individus, IMC supérieur a 25). Les résultats sont présentés

ci-dessous :
Parameétre Facteur de risque Intervalle de P
(écart-type) confiance a 95%
Kirghiz (vs Tadjik) 0.811 (0.192) 0.51-1.288 0.374
Urbain (vs Rural) 1.707 (0.384) 1.098 - 2.652 0.017
Femmes (vs Hommes) 1.365 (0.306) 0.880-2.118 0.164
Age 1.050 (0.013) 1.025 - 1.075 0.000
Inactif (vs Actifs) 0.707 (0.262) 0.342 - 1.461 0.349

Tableau 18 : Régression logistique sur I’IMC (individus normo-pondéraux vs en surpoids)

Nous voyons donc que 'IMC n’est pas significativement différent entre Kirghiz et
Tadjiks (p = 0.374), avec cependant une tendance pour un IMC plus faible chez les Kirghiz
(Facteur de risque : FR = 0.811). Par contre, 'IMC est significativement plus élevé en milieu
urbain (p = 0.017) et est positivement corrélé a 1’age (p = 0.000). Si nous effectuons une
régression linéaire sur les données continues d’IMC, nous trouvons un effet significatif du
milieu (urbain vs rural, p = 0.002), du sexe (p = 0.009) et de I’age (»p = 0.001). L’ethnie n’est

donc jamais un facteur significativement explicatif de I'IMC.

Pli sous-cutané et pourcentage de graisse

Pour le pli sous-cutané et le pourcentage de graisse, nous n’avons pas de valeur de seuil,
donc nous avons uniquement effectué¢ une régression linéaire sur les données continues. Nous
trouvons €galement que ces variables de poids sont significativement expliquées par le milieu
(urbain vs rural), le sexe et I’age. De plus, nous trouvons, a la fois pour le pli sous-cutané et le
pourcentage de masse grasse, que les Kirghiz ont significativement moins de « graisse » que
les Tadjiks (p = 0.002 et 0.001, respectivement). Nous ne trouvions pourtant pas de

différences significatives de moyenne entre ethnies pour ces valeurs.

Au final, I'IMC n’est pas corrélé a 1’ethnie et donc le fait de corriger pour cette variable
dans les régressions ne change pas a priori les résultats trouvés pour le facteur « ethnie ». Par
contre, le pli sous-cutané et le pourcentage de masse grasse sont significativement différents

entre ethnies, avec les Kirghiz ayant moins de masse grasse que les Tadjiks.
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b)  Régressions sur la résistance a I’insuline

IMC comme variable de poids explicative
Les régressions logistiques sur la résistance a I’insuline, en prenant comme variable de

poids 'IMC (en données continues) sont présentées ci-dessous :

Parametre Facteur de risque | Intervalle de P
(écart-type) confiance a 95%

Kirghiz (vs Tadjik) 1.805 (0.540) 1.005 - 3.243 0.048
Urbain (vs Rural) 1.290 (0.363) 0.744 - 2.239 0.364
Femmes (vs Hommes) 0.670 (0.185) 0.390-1.152 0.147
Age 1.000 (0.014) 0.972 - 1.028 0.997
Pré-obéses (vs Normo-pondéraux) 3.010 (1.141) 1.432 - 6.327 0.004
Obéses (vs Normo-pondéraux) 8.900 (3.517) 4.103 - 19.307 0.000
Inactif (vs Actifs) 2.306 (0.940) 1.037 - 5.124 0.040

Tableau 19 : Régression logistique sur la résistance a I’insuline, avec I'IMC comme variable

de poids

Nous voyons ici que les Kirghiz ont significativement 1.8 fois plus de risque que les
Tadjiks de présenter de la résistance a I’insuline (p = 0.048). Les individus pré-obeses et
obéses ont respectivement 3 et 8.9 fois plus de risque d’étre résistants a I’insuline (p = 0.004
et 0.000, respectivement), par rapport aux normo-pondéraux. De méme, le fait de ne pas étre
actif conféere un risque accru de 2.3 fois (p = 0.040). Les différences de milieu, de sexe et
d’age n’ont pas d’effet sur la résistance a I’insuline. Si I’on considére la résistance a 1’insuline
en données continues (régression linéaire), les résultats sont identiques avec cependant 1’effet

« milieu » qui devient significatif (p = 0.034).

Pli et pourcentage de graisse comme variables de poids explicatives

Si I’on considére le pli comme variable de poids (données continues) dans une
régression logistique sur la résistance a 1’insuline, 1’ethnie est un facteur de risque significatif
(FR = 2.040,p = 0.017), ainsi que le sexe (avec un facteur de risque plus fort pour les
hommes : FR = 3.300, p = 0.002), P’activité physique (FR = 2.227, p = 0.034) et le pli (FR =
1.081, p = 0.000). Si I’on consideére la résistance a I’insuline en données continues (régression
linéaire), I’ethnie, le sexe, 1’activité physique et le pli sous-cutané sont également des facteurs

de risque significatifs (p = 0.000, 0.000, 0.012 et 0.000, respectivement).
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Si on considére le pourcentage de graisse comme variable de poids (données
continues) sur la résistance a I’insuline en données discrétes (régression logistique),
I’ethnie est un facteur de risque significatif (FR =2.259, p = 0.007), ainsi que le sexe (avec un
facteur de risque plus fort pour les hommes : FR = 5.319, p = 0.000), I’age (FR = 0.971, p =
0.049) et le pourcentage de graisse (FR = 1.165, p = 0.000). Si I’on consideére la résistance a
I’insuline en données continues (régression linéaires), ’ethnie, le sexe, 1’age, ’activité
physique et le pourcentage de graisse sont des facteurs de risque significatifs (p = 0.000,

0.000, 0.002, 0.027 et 0.000, respectivement).

Les facteurs explicatifs les plus importants pour comprendre les variations de la
résistance a 1’insuline sont donc les variables de poids (avec I'IMC étant la meilleure variable
prédictive vu les forts facteurs de risque associés), I’activité physique, et I’ethnie. Quelle que
soit la maniére dont nous analysons les données, ces variables ont toujours un effet
significatif (sauf dans un cas pour I’activité¢ physique), avec un risque accru d’étre insulino-
résistant pour les individus ayant un poids plus important, n’effectuant pas d’activité

physique, et appartenant a 1’ethnie kirghize.

Le sexe est également un facteur de risque systématiquement significatif, et trés fort,
lorsque 1’on consideére comme variable de poids le pli sous-cutané et le pourcentage de masse
grasse (FR = 3.3 et 5.3, respectivement), mais pas lorsque ’on considére I’IMC. Les autres
co-variables (« milieu » et « 4ge ») n’ont d’effet significatif qu’une fois (pour le milieu) et
deux fois (pour I’age) sur six analyses, ce qui montre qu’elles ne sont pas associées de fagon

robuste a la résistance a 1’insuline.

Analyse par sexe avec I'IMC

Si ’on refait ces analyses par sexe, I’effet « ethnie » est systématiquement trouvé
significatif, sauf pour les hommes, quand I’on considere la résistance a I’insuline en données
discrétes. Ce résultat est trés certainement la conséquence d’un manque de puissance
statistique, lié¢ au fait que les hommes représentent environ seulement 40% de 1’échantillon

total.

Ainsi, de maniére générale, nous retrouvons une influence des facteurs populationnels
sur la résistance a I’insuline, avec des facteurs de risque significatifs compris entre 1.8 et 2.3

(sauf pour I’analyse des hommes en données discrétes). Nous observons également une
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influence forte du surpoids : facteurs de risque significatifs de 3 pour la pré-obésité et de 8.9
pour 1’obésité, bien que le pli sous-cutané et le pourcentage de masse graisse représentent des
facteurs de risque faibles (mais significatifs) de 1.1 et 1.2, respectivement. Nous trouvons
¢galement une influence considérable de I’activité physique, avec des facteurs de risque
significatifs compris entre 2.2 et 2.3, sauf pour la régression logistique avec le pourcentage de

graisse en variable de poids.
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7)  Conclusions

En conclusion, nous avons vu que les enquétes alimentaires ne montrent pas de
différences de régime alimentaire trés importantes entre ethnies ou entre milieux (urbain vs
rural). Cependant, certaines tendances en accord avec les régimes alimentaires traditionnels
de ces populations ressortent, comme une consommation accrue d’huile, ainsi que de fruits et
légumes chez les Tadjiks, et de viande et de lait chez les Kirghiz. L’alimentation kirghize a
cependant clairement intégré des aliments nouveaux, non traditionnels, dans son régime
alimentaire, comme les pommes de terre, le pain, les oignons, les pates et le sucre. Ceci peut
étre attribué a la soviétisation de la région tout au long du 20™ siécle, qui a fortement
normalisé les conditions et modes de vie entre ville et campagne, d’une part, et entre ethnies,
d’autre part. Nous avons également montré que les urbains consomment plus de viande et de

fruits et légumes, tandis que les ruraux consomment plus d’amylacées, de lait, de sucre et

d’huile.

Au niveau de ’activité physique, nous avons mis en évidence de forts contrastes entre
milieux urbain et rural, particulicrement chez les Tadjiks. Nous n’avons pas trouvé de
différences significatives entre ethnies en milieu urbain, bien que les Tadjiks pratiquent une
activité physique équivalente aux Kirghiz qui sont plus 4gés de 10 ans en moyenne dans notre
¢chantillon. La derniére mission prévue en Ouzbékistan permettra d’obtenir des données sur
I’activité physique des Tadjiks d’apres les questionnaires IPAQ, qui fournissent des indices

moins subjectifs et plus précis que le questionnaire d’auto-estimation.

Au niveau des variables anthropométriques, les populations ne sont pas parfaitement
équilibrées en termes de taille d’échantillon, d’adge et de sexe-ratio. Ces différences
compliquent I’interprétation des résultats bruts, et justifient I’organisation d’une dernicre
mission en Ouzbékistan pour compléter et rééquilibrer nos jeux de données. Les variables de
poids ne montrent aucune différence significative entre milieu urbain et rural chez les
Tadjiks. Par contre, il y a clairement un poids plus important en milieu urbain chez les
Kirghiz, surtout chez les hommes, ce qui contraste avec les données d’activité physique. En
moyenne, aucune différence de poids n’a été trouvée entre ethnies, sauf avec les régressions
linéaires ou les Kirghiz semblent avoir un pli sous-cutané et un pourcentage de masse grasse
moins importants que les Tadjiks. En ce qui concerne la taille, toutes les catégories sont

concernées par une augmentation de quelques centimetres en milieu urbain.
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Si nous regardons les données de prévalence de résistance a I’insuline, nous trouvons
toujours une valeur plus forte chez les Kirghiz par rapport aux Tadjiks, pour sexes et milieux
comparables. De méme, il existe toujours une augmentation de cette prévalence entre milieux
rural et urbain, sauf chez les femmes kirghizes. Ce résultat peut étre dii @ une prévalence
particuliérement faible dans I’échantillon des femmes kirghizes en milieu urbain, auquel cas
les différences entre Kirghiz et Tadjiks pourraient étre sous-estimées. Mais cela peut
¢galement €tre di & une surestimation de la prévalence dans 1’échantillon des femmes
kirghizes en milieu rural, auquel cas la résistance a I’insuline pourrait étre corrélée a I’ethnie

et au milieu dans une moindre mesure.

Finalement, en controlant pour 1’age, le sexe, 1’activité physique, le poids et le milieu
(urbain vs rural), nous avons trouvé un niveau de résistance a I’insuline toujours plus
important chez les Kirghiz par rapport aux Tadjiks, avec un facteur de risque compris entre
1.8 et 2.3 (selon la variable de poids considérée). Ces différences de résistance a 1’insuline
entre ethnies peuvent étre attribuées au fond génétique de chacune, bien que nous ne pouvons
pas strictement exclure que d’autres différences environnementales ou culturelles puissent en
étre responsables. Cependant, alors que les prévalences de résistance a 1’insuline sont en
moyenne plus fortes en milieu urbain par rapport aux milieux ruraux, nous ne retrouvons pas,
en corrigeant pour les autres co-variables, de facteur de risque significativement associé au
milieu (urbain vs rural). Ceci peut signifier que nos corrections pour le poids et 1’activité
physique ont correctement capturé la part de variations liées aux différences
environnementales. Ainsi, nos données supportent 1’idée que les facteurs populationnels

(donc génétiques) expliquent les écarts entre Kirghiz et Tadjiks.

Pour tester cette hypothése, nous allons tout d’abord regarder la fréquence de 10
mutations préalablement associées au diabete de type II. Si les facteurs de risque génétiques
sont cohérents avec les données phénotypiques, nous nous attendons a observer des alléles a
risque en plus forte fréquence chez les Kirghiz. Ensuite, nous chercherons a comprendre si les
¢ventuelles différences de fréquences alléliques entre ethnies sont dues a 1’histoire
démographique ou a I’histoire adaptative des populations, par une approche de génétique des
populations. Pour cela, nous allons tester directement si certains genes candidats associés a ce
phénotype sont sous I’influence de la sélection, en comparant la distribution de leur diversité

génétique avec celle de régions a priori neutres.

-119 -



C. Analyses génétiques
1) Matériel et méthodes
a)  Choix des régions

Séquences neutres

Les 20 régions autosomales non codantes ont été¢ choisies par Patin (2009) selon les
critéres suivants : (i) étre au moins a 200kb de tout géne connu ou prédit (distance déterminée
grace a la base de données UCSC, version hg18); (ii) de ne pas étre en déséquilibre de liaison
avec aucun geéne connu ou prédit (déterminé grace a la base de données HapMap, version 16);
(ii1)) de ne pas étre en déséquilibre de liaison entre elles et (iv) d’étre dans une région

d’homologie avec le génome du chimpanzé.

Séquences dans les genes candidats

De manicre générale, une trés grande majorité des études d’association a été faite dans
des populations d’origine européenne. Pour le diabéte de type II, une vingtaine de genes
environ ont été identifiés comme étant associés a cette maladie dans ces populations (Barroso,
2005, Freeman & Cox, 2006, Sladek et al., 2007, Frayling, 2007, Zeggini et al., 2008,
Prokopenko et al., 2008). Cependant, jusqu’a assez récemment, peu d’études ont confirmés
ces résultats dans d’autres ethnies. Certaines études d’association ont tout de méme été
effectuées dans des populations japonaises, chinoises, indiennes ou coréennes (Omori et al.,
2008, Liu et al., 2008, Sanghera et al., 2008, Unoki et al., 2008, Yasuda et al., 2008, Cho et
al., 2009, Zhou et al, 2009b, Zhou et al., 2009a, Hu et al., 2009). Ces études ont
majoritairement confirmé 1’association de cinq génes avec le diabéte de type Il : IGF2BP2,
HHEX, SLC30A48, CDKALI et CDKN2A/B, et deux geénes supplémentaires ont été identifiés :
KCNJI1 et KCNQI. Tous ces génes ont €té choisis pour notre étude sauf CDKN2A/B, dont la

séquence d’intérét était située dans une région difficilement amplifiable a cause de délétions.

Nous avons de plus ajoutés a cette liste le géne TCF7L2 qui présente les signes les plus
forts d’association dans les populations européennes (Weedon, 2007, Saxena et al., 2006,
Scott et al., 2007, Sladek et al., 2007, Zeggini et al., 2008), ainsi que des signes de sélection
positive (Helgason et al., 2007). Nous avons également ajouté les génes FABP2, LEPR et
PONI, trouvés significativement associés au climat (lui-méme potentiellement 1i¢ au mode de

vie) (Hancock et al., 2008), et également connus pour leur association a la résistance a
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I’insuline ou au diabete de type II (FABP2 : Baier et al., 1995, , LEPR :Wauters et al., 2001 ,
Dulloo et al., 2002 , Park et al., 2006 , Qu et al., 2008a, , et PON1 : Qu et al., 2008b).

Les 11 régions choisies se trouvent donc dans 11 geénes différents, et sont centrées sur
des mutations répliquées dans le plus d’ethnies possibles et/ou avec les plus forts signaux

d’association trouvés.

b) Séquencage

Les extractions d’ADN ont été faites sur place (par I’équipe de Tatiana Hegay) ou en
France (par Myriam Georges et Sophie Lafosse) selon le protocole classique de Maniatis

(1982).

Séquences neutres
Les PCR ont été effectuées par moi-méme avec ’aide de Myriam Georges dans les
conditions suivantes : pour les données neutres, les PCR ont été faites selon deux protocoles

différents (voir tableau 20 ci-dessous).

Nom de |Protocole | Température | Nom de | Protocole | Température
Séquence| de PCR |d’hybridation | Séquence| de PCR |d’hybridation

N1 1 56 NI11 2 56

N2 1 59 N12 1 56

N3 1 56 NI13 1 56

N4 1 59 N14 1 56

N5 1 59 NI15 1 59

N6 2 56 N16 2 56

N7 1 59 N17 1 56

N8 2 56 N18 1 56

N9 1 59 NI19 2 59

N10 1 59 N20 1 60

Tableau 20 : Conditions de PCR pour les séquences neutres

Les réactions de PCR pour le protocole un (ou pour le protocole deux) ont été faites
dans un volume final de 20pL. composé de tampon Eppendorf 1X, de 412.5uM de chaque
dNTP, 1.25mM (ou 2.5mM) de MgCl,, 0.5U (ou 0.25U) de Taq polymérase Eppendorf,
350nM de chaque amorce et 30ng d’ADN. Les amorces utilisées sont présentées dans le

tableau 21 ci-dessous. Les PCR ont ¢té effectuées dans un thermocycleur Master Cycler
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Eppendorf, avec une phase initiale de dénaturation de 5 min a 94°C ; suivie par 45 (ou 50
cycles) de 30 sec a 94°C, 30 sec a température d’hybridation (voir tableau 20) et 2 (ou 3) min

a 72°C ; et une phase finale d’extension de 10 min a 72°C.
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PCR Taille du Séquencage

Nom Chrom. fragment

Amorce F Amorce R (pb) Amorce F Amorce R
N1 Ip [GGCTTCCAGATAAGCCTTCC TCAATGGGTGGTTTTCTTCC 1418 TGCCAAGTGAGCATGTATTC AACGCATCAGAGTAAACCAG
N2 2p ATGGGCACCTTTGACTGAAC TTCACATTGCCCAAGACTGA 1409 GAACCATGTTTCTTGCTCGG TGACTCTTAATTGATGGTAG
N3 2q |TGGCAACGTTACACCAACAT GGCTGCTCCCAATATAGCAG 1437 AGAAATGGTACCCAGAGGAC GGATGAAGGCTGGTATCTTC
N4 3p | GGCTGCAGCTAATTGAAAGC GAAAGTGAAGGGCAAAGTGC 1452 CATGGCTGAGAAATGTAGGC AGGGAGATTTCAAGCACAGC
NS 3q |[CCCCCTTAGAACATGGATGA ATAGGCAGACGGAGCAAGAA 1448 CTCAAGCATGCCAATATCAC GAAGAAAACAAGGATCACTG
N6 4p [AGGGAGAGGTCGCAAAGATT TGCACATTCACACGAACTGA 1454 GCAAGGCTTATATAATGGTG GATTTCAACGAGTCTGTAAG
N7 4q |TTGCTTGTCATGAGGACTGC CATTGCCTTCATCCCTTTGT 1405 AGTAGGGAGAATCGGTGTAC GTATTAACTATGTGGCAGTC
N8 6q |TCGAAAAATGACCAGGAAGG TTCTGCCCCCTGTGAAATAC 1456 GAGTGATCCAGCAGTCCTAC CCCAAGCACTATGCAAGCAC
N9 7p |CAGAGTTGGGCTCTGCTACC TCACCCAATGCAGAAACTCA 1487 AACATCAGCCTGAGACTGAC TAATTGCTTTTCATGCATCC
N10 7q CCTTCTGACTCCAGGCAATC GATTGCTGGCCTTTTAGCTG 1485 TCTACTTTCTGTCTCCATTC TATCTATTCAGGTCATTTGC
N11 8p | CAGATGGGAAGATACTGAGC GTGACAAATGCACTCTGGAC 1459 GAATGCTAAGACCCTTAGGC TGTGGTGGTGCCTGTAATAC
N12 8q |CTTCCTGAGAGATGGGCAAG AAACCAGGAATTTGCAGTGG 1453 GCTAAATCATATTGAGGATG TGCAGAAGAACATTTAGCAG
N13 9p AATGCACCTGGGAACTGAAC GCCCCAATGCACTTTTACAT 1473 GTTACACATCACTGAGCTGG AAATTTTTCAGGCTGCATAG
N14 11qg [TGAGGGTGATCTCGCTAACA GTCAGCAGAGCCAGGATTTC 1426 AAGTCTCAATCACACCTTGC GTTGTCTTATGTTGTACAGC
N15 11qg [GGTTTGCTTCTTGCTGCTTC  CCCCACATAGCTGTCCTTGT 1442 ACTGTAGCTCCTGTCACATC TAAGGCAAGACTCACGTGTC
N16 14q |GGACTCTGGCTAAGCAGCAT AGCGGTCAGCAACTGAAAAT 1425 TACTCCATATTCTCCTCCTG  ACTCCGTACGTAGTGAACTG
N17 159 |TGGTGGTACCCTGATGGAAT TTGATGCCCCCTATCAATGT 1402 AAAACAGGTTTGAAATGAGC ATTCTAGCAGATTTGCCTTC
N18 16q |TTGGTGGTTGGGAGATAAGC TTGGAAGGATTCAAGGGAAC 1441 ATGCCATCTATAGTATTGTC AGGCTTTCAGAAGGAGTCAC
N19 18q |ATGTTGGCTATCTGGATGCC TCCTACCAGGTCATCCATGC 1446 | TCATCTGGTTGCTTTGTTGC  CTAATACAATTTGTCTGTGC
N20 20q |TCCCAGACCATGTTCAGAAG ACATGTGGCATTGGTGAGTC 1500 CTTTCTGGGGAAAAACACAG CATTTTCTCAAGTGCACAGC

Tableau 21 : Amorces de PCR et de séquencage pour les 20 séquences neutres autosomales. Chrom. : bande chromosomique
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Séquences dans les genes candidats

Les réactions de PCR ont été faites dans un volume final de 20uL. composé de tampon
Eppendorf 1X, de 125uM de chaque dNTP, 0.5U de Taq polymérase Eppendorf, 125nM de
chaque amorce et 20ng d’ADN. Les mémes amorces ont été utilisées pour les PCR et le
séquencage. Elles sont présentées dans le tableau 22 ci-dessous. Les PCR ont été effectuées
dans un thermocycleur Master Cycler Eppendorf, avec une phase initiale de dénaturation de 5
min a 94°C ; suivie par 40 cycles de 30 sec a 94°C, 1 min aux températures d’hybridation
indiquées dans le tableau 22, et 30 sec a 72°C ; et une phase finale d’extension de 10 min a
72°C. Les températures d’hybridation ont été choisies aprés avoir effectué des tests en

gradient de température entre 55 et 65°C.
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Gene Chrom. M,l.lta,t 11 L ocalisation Amorce F Amorce R Taille du Temp.
d'intérét fragment (pb)
: F1: TGTGCTTGTTTTAATTTGTGTGA Rl : TGTCAGAAAGAAATGCCACA
Gl  FABP2 4q | rs1799883  exon +intron | gy s A CTCTAAAGGCTTCTTTTGCTGT — R2 : TGAGCAATGCATTCTTGATTTT 1292 59
G2 TCF7L2 10q | rs7903146 intron TTTCTGTTTGAACAAAATTGGAA CCTCCCAGAAAGCAAATTGA 1253 59
G3 PPARG 3p | rs1801282 exon + intron TCATTTTGGGCTTCACAAATC GAGCACCACTTGGTCCTACA 1263 59
. R1: TCAGAGATATTCCTTGCCTGAA
G4 LEPR Ip | rs1137100 exon + intron TGGGCATTTCCCATAAGAAG R2 : AATTTGGTGGCATGCAAGA 1353 59
G5 KCNJII 11p 223 }S exon + intron CGAGGGTCAGAGCTTCCAGT GGAAGAGTCTGGTGGGGAGT 1248 61
G6 SLC3048 8q |rs13266634 exon + intron AATGGCAGTGAGGGTTGCT TGACTATTTGTCCCTTCCACTG 998 60.5
G7 HHEX 10q |rsi111875 . ‘<8O0 GCATGTTCCACAAGGGACTC CGCCTATGATTTGTGAGCTTT 1351 61.5
mtergenique
G8 IGF2BP2 3q | rs4402960 intron GAGGAATAAGGCTGCCACAC GGATGTGCATGGACACTTGA 1248 60
rs10946398 .
G9 CDKALI 60 | 7754840 intron GAAGCCTTTGACGCTCTGAC CTGCTCACTGGCATACATCA 1237 63
G10 KCNQI 11p | rs2237892 intron CAAATGCTCCACATTTGCAT ACTGATGCCTGGAGCATAGG 1274 60
G11 PONI 7q | rs3917498 exon + intron TTGCTGCAATAGAAGCTAACG TTAAGGCTCAGGAGGCTAGATCA 1053 59

Tableau 22 : Amorces utilisées pour les PCR et le séquengage des 11 genes candidats associés au diabéte de type II. Chrom. : bande

chromosomique ; Temp. : température d’hybridation. Pour FABP2, 4 amorces ont été utilisées car cette séquence présente une insertion de 11

paires de base par rapport a la séquence de référence de UCSC (insertion de TTAAATTGCTA dans I'intron, sur le brin +), et un polyA de 11

paires de base. Pour LEPR, 3 amorces ont été utilisées car cette séquence présente une délétion de 3 paires de base par rapport a la séquence de

référence de UCSC (délétion de TCA dans I’intron, sur le brin +).
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Les séquences ont été alignées et les SNPs détectés avec le logiciel Genalys v.3.3b.

Tous les singletons ont été confirmés par réamplification et reséquencage.

c) Tests statistiques

Les tests de Wilcoxon et les corrections pour les tests multiples FDR (False Discovery Rate)
ont été effectués grace au logiciel R (R Development Core Team, 2007). Les régressions
(linéaires et logistiques) ont été faites a 1’aide du logiciel Systat version 13 (SYSTAT

Software Inc.).

Les tests de neutralité ont été effectués avec DNAsp version 5 (Librado & Rozas, 2009)
et Arlequin version 3.1 (Excoffier et al., 2005). La significativité des tests a ét¢ obtenue avec
le logiciel DNAsp, en effectuant 10 000 simulations par coalescence, d’apres les valeurs de 7
observée sur chaque séquence. Les tests de neutralité¢ sélective cherchent en majorité a
détecter des déviations par rapport au spectre de fréquences alléliques attendu dans un modele
démographique de taille constante. Quand un excés de mutations a fréquences faibles (ou de
jeunes mutations) est trouvé, cela correspond a de la croissance démographique ou de la
sélection positive. Au contraire, si un exces de mutations a fréquences intermédiaires (ou
mutations plus anciennes) est trouvé, cela refléte une contraction démographique ou de la

sélection balancée. Le principe de ces tests est donné dans I’encadré 1 ci-dessous.

Les mesures de différenciation entre populations (Fsr), ainsi que les tests exacts de
différenciation, ont été réalisés avec le logiciel Genepop v.4.7 (Rousset, 2008). La recherche
de signatures de sélection basée sur la différenciation entre populations (en comparant les Fsr
des genes candidats aux Fgsp neutres) a été faite grace au logiciel Fdist2 (Beaumont &

Nichols, 1996).
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Le principe général des tests basés sur les spectres de fréquences alléliques est
de comparer des estimateurs de diversité génétique qui différent par I’importance
donnée aux variants rares et de fréquence intermédiaire (sans groupe externe) et aux
variants anciens et plus jeunes (avec groupe externe): m, le nombre moyen de
différences par paires de séquences ; S, le nombre de sites polymorphes ; #, le nombre
total de mutations ; 7., le nombre total de mutations sur les branches externes de la
généalogie ; #,, le nombre de singletons ; A, un estimateur basé sur la fréquence des
variants dérivés et k, le nombre d'alleles de 1'échantillon.

D de Tajima : ce test est basé sur la différence entre I’estimateur Watterson de
6 (S) (Watterson, 1975) et I’estimateur Tajima de @ (z) (Tajima, 1989). Ici, chaque
variant rare ajoute un site polymorphe (S) mais change peu la diversité nucléotidique
(7). Un test positif signale un exceés de variants intermédiaires, tandis qu’un test
négatif signale un exces de variants rares.

D de Fu et Li : ce test est basé¢ sur la différence entre 7, et # (Fu & Li, 1993,
équation 32). Un test positif montre un exces de mutations anciennes, tandis qu’un
test négatif montre un excés de mutations jeunes.

D* de Fu et Li : ce test est basé sur la différence entre #; et # (Fu & Li, 1993, p.
700). Un test positif montre un déficit de variants rares, tandis qu’un test négatif
montre un exces de variants rares.

F de Fu et Li : ce test est basé sur la différence entre 7, et 7 (Fu & Li, 1993,
p.702). Un test positif montre un exceés de mutations anciennes, tandis qu’un test
négatif montre un exces de mutations jeunes.

F* de Fu et Li : ce test est basé sur la différence entre 7 et 7, (Fu & Li, 1993, p.
702). Un test positif montre un déficit de variants rares tandis qu’un test négatif
montre un exces de variants rares.

H de Fay et Wu : ce test généralise celui de Tajima en incluant dans le calcul
non seulement les singletons mais aussi les variants présents deux fois, trois fois, etc.
Ce test est basé sur la comparaison entre 7 et H (Fay & Wu, 2000, équations 1-3).

Fs de Fu : ce test compare 7 et k& (Fu, 1997). Ce test est positif si il existe un

exces d’alleles intermédiaires et négatif s’il existe un exces d’alléles rares (récentes).

Encadré 1: Tests de neutralit¢ sélective basés sur la déviation par rapport au spectre de

fréquences alléliques
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D’autres tests indépendants de la démographie se basent sur la comparaison du nombre
de mutations synonymes par rapport aux mutations non synonymes. Ces tests sont présentés

dans 1’encadré 2 ci-dessous.

Les tests basés sur le rapport entre mutations synonymes et non synonymes sont
puissants car ils n’interférent pas avec la démographie, mais ils nécessitent en contre
partie que la sélection soit répétée sur toute la séquence. De plus, ils ne détectent que la
sélection sur des régions codantes (non régulatrices).

dN/dS : ce test compare le dN, nombre de mutations non synonymes observées
par rapport au nombre maximal de mutations non synonymes observables, au dS,
nombre de mutations synonymes observées par rapport au nombre maximal de
mutations synonymes observables. Ainsi, le rapport dN/dS nous renseigne sur la
déviation par rapport a un modele ou les mutations synonymes et non synonymes sont
affectées par les mémes forces évolutives.

Test de Mc Donald-Kreitman : ce test (McDonald & Kreitman, 1991) équivaut

au calcul du rapport dN/dS, mais prend en compte un groupe externe.

Encadré 2 : Tests basés sur le rapport entre mutations synonymes et non synonymes
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2) Diversité génétique neutre sur ces populations

Nous voulons ici comparer la diversité génétique des Kirghiz et des Tadjiks, en
n’analysant qu’une partie des individus échantillonnés pour les données anthropométriques
(489 individus). Nous avons donc choisi aléatoirement un sous-échantillon de 40 Ki_ Urb et
40 Ta_Urb pour nos analyses génétiques. Afin de vérifier que les échantillons urbains et
ruraux sont homogénes génétiquement, et aussi qu’ils sont représentatifs des groupes
précédemment décrits (€leveurs turco-mongols et agriculteurs indo-iraniens, respectivement),
nous avons d’abord génotypé un sous-groupe de 158 individus (48 Ki Urb, 32 Ki Rur, 46
Ta Urb et 32 Ta Rur) aux mémes 27 marqueurs microsatellites que ceux précédemment
analysés dans le chapitre 1. L’analyse en composante principale sur ’ensemble de ces 30

populations d’ Asie Centrale est présentée ci-dessous :

Analyse en composante principale
(27 STRs autosomaux)
¢ TDS
o TJT
¢ TIN
N ¢ TJE KRM uzT * KRB
o) L 4
< TJA &TJR KKK LRG ¢ KRA
o & by KRT
LU%_”IJ UzA TJ’K oT0 Z.KAZQO R4
*
&, TUR LK .
S lig UZB \tre
2
& TJY ¢ TDU
62.39%

Figure 20: Analyse en composante principale basée sur la diversit¢ génétique de 27
marqueurs microsatellites autosomaux, pour 30 populations d’Asie Centrale. En rouge les
Turco-mongols dont en orange les Kirghiz utilisés dans cette étude ; en bleu foncé les Indo-

iraniens dont en bleu clair les Tadjiks utilisés dans cette étude.

Nous voyons donc sur ce graphique, ou les deux premiers axes représentent

respectivement 62.4% et 9.5% de la variation, que les populations urbaines et rurales de
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chaque ethnie sont génétiquement trés proches entre elles. Elles ne sont d’ailleurs pas
significativement différenci¢es (Fsr= 0.0002, p = 0.10 pour les Kirghiz ; Fsr= 0.002, p =
0.06 pour les Tadjiks). Ces populations ont été échantillonnées a 30km d’écart, tandis que les
populations kirghizes ont été échantillonnées a environ 200 km. Ces populations sont
¢galement bien représentatives des autres populations de leurs groupes, celui des éleveurs

turco-mongols et celui des agriculteurs indo-iraniens, respectivement.
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3) Fréquences des mutations associées au diabéte de type 11

Le séquencage de la région du geéne /BF2BP2 n’a pas pu étre finalisé a cause de
difficultés de lecture dues a des insertions / délétions. Cette séquence n’a donc pas été
intégrée aux analyses qui suivent. Les 10 séquences géniques présentées sont alors
respectivement dans les génes: FABP2, TCF7L2, PPARG, LEPR, KCNJ11, SLC3048, HHEX,
CDKALI, KCNQI et PONI.

Nous allons tout d’abord regarder comment se répartissent les facteurs de risque
génétiques entre ethnies (c’est-a-dire les alléles associés au diabete de type II), avant de
tester, a I’aide de tests de sélection, quelles forces évolutives sont responsables des fréquences
alléliques observées. Les fréquences des alleéles a risque pour le diabéte de type II sont

présentées ci-dessous :

\ . Alléle a Fréquence Fréquence
Gene Mutation risque | chez le(l Kirghiz | chez le(: Tadjiks
FABP2 rs1799883 (T) 38.5% 31.4%
TCF7L2 rs7903146 (T) 10.0% 17.1%
PPARG rs1801282 (©) 90.0% 90.8%
LEPR* rs1137100* (A) 41.3% 66.2%

rs5215 C
KCNJI11 55219 ET; 36.3% 36.5%
SLC3048 |rs13266634 (©) 61.5% 79.5%
HHEX rs1111875 (©) 39.5% 45.9%
rs10946398 C
CDKALI 7754840 EC% 30.0% 19.2%
KCNQI 1s2237892 © 78.9% 97.4%
PONI r$3917542 (©) 56.3% 75.0%
* Différence significative de fréquence alléliques entre ethnies

Tableau 23 : Fréquence des alleles a risque associés au diabete de type II chez les Kirghiz et

les Tadjiks.

Bien qu’aucune différence significative n’ait été détectée entre fréquences alléliques (a
part pour LEPR), nous voyons qu’il y a une tendance vers plus d’alléles a risque chez les
Tadjiks. En effet, seulement deux mutations ont des fréquences plus fortes chez les Kirghiz
(sur les genes FABP2 et CDKALI), versus six chez les Tadjiks (TCF7L2, LEPR, SLC3048,
HHEX, KCNQI et PONI), les deux dernicres étant considérées comme identiques entre
populations (PPARG, KCNJ11).
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Ces mutations ne permettent donc pas bien d’expliquer nos données phénotypiques. Ce
résultat est certainement dii au biais de détection des alléles a risque, puisque les études
d’association sont majoritairement effectuées dans les populations européennes. Ainsi, les
mutations identifiées sont en plus forte fréquence dans ces populations. Comme les Tadjiks
ont une composante génétique plus proche des populations européennes que les Kirghiz (voir
résultats du chapitre I partie III), nous nous attendons a retrouver ce biais de fréquence dans
nos échantillons. Nous allons cependant maintenant essayer de comprendre quelles forces
évolutives sont responsables de la distribution de la diversité génétique dans ces régions
géniques, en étudiant si, et comment, la sélection agit sur ces geénes. Pour cela, nous allons
comparer la distribution de la diversité génétique des dix régions géniques candidates a celle

des 20 régions a priori neutres.
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4) Description de la diversité génétique intra-population

Tout d’abord, aucune séquence ne présente de déviation au test d’Hardy-Weinberg,

apres correction pour les tests multiples (données non présentées).
La description des statistiques qui résument au mieux la diversité génétique intra-

population dans chaque population, pour les séquences a priori neutres et pour les séquences

géniques, est présentée dans les tableaux 24 et 25, respectivement.
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Séquence Taille (pb) | Population n § s T k H Hy, Div. Population n | § s T k H Hygy, | Div.
N1 1334 Ki Urb |78] 1 0]0,00017 0,226 2 0,226| 0,0083 Ta Urb |76 2 1 |0,00031 0,419 3 0,412 0,0085
N2 1271 Ki Urb |80|10 1]0,00181 2,298 6 0,729| 0,0122 Ta Urb |78 9 1 10,00239 3,032 5 0,735(0,0125
N3 1348 Ki Urb |76 7 21]0,00173 2,331 6 0,726| 0,0153 Ta Urb |76 7 2 10,00173 2,331 7 0,706( 0,0154
N4 1328 Ki Urb |80| 5 1]0,00085 1,132 6 0,730| 0,0164 Ta Urb |78 9 5 10,00099 1,311 10 0,775]0,0165
N5 1363 Ki Urb |78 5 2]0,00081 1,101 6 0,764| 0,0108 Ta Urb |78 5 1 ]0,00084 1,141 6 0,771|0,0108
N6 1256 Ki Urb |80| 4 0]0,00065 0,822 4 0,386| 0,0155 Ta Urb |78 6 0 |0,00086 1,083 6 0,464 0,0156
N7 1310 Ki Urb |80]|10 2{0,00116 1,517 6 0,424 0,0100 Ta Urb |78(10 2 10,00106 1,390 6 0,478 0,0101
N8 1365 Ki Urb |80| 2 1]0,00031 0,429 3 0,422| 0,0167 Ta Urb |74 1 0 |0,00034 0,470 2 0,470 0,0166
N9 1382 Ki Urb |80|12 1]0,00217 3,002 11 0,810 0,0162 Ta Urb |78(17 7 10,00185 2,559 14 0,768 | 0,0160
N10 1351 Ki Urb |80| 3 0]0,00032 0,437 4 0,402| 0,0186 Ta Urb |76 6 2 |0,00052 0,696 7 0,548|0,0188
N11 777 Ki Urb |80 6 0]0,00147 1,145 5 0,472| 0,0197 Ta Urb |78 6 1 ]0,00137 1,063 5 0,507 0,0197
N12 1282 Ki Urb |78| 5 0]0,00133 1,707 6 0,73 | 0,0197 Ta Urb |78 4 0 10,00124 1,585 5 0,740] 0,0196
N13 1363 Ki Urb |80 4 10,00037 0,503 4 0,361| 0,0155 Ta Urb |78 5 2 |0,00046 0,626 5 0,372 0,0155
N14 1334 Ki Urb |80| 8 2]0,00051 0,679 7 0,388| 0,0174 Ta Urb |78 7 2 10,00039 0,517 5 0,348 0,0174
N15 1314 Ki Urb |80| 4 00,00024 0,314 4 0,210| 0,0153 Ta Urb |78 2 1 ]0,00008 0,101 3 0,100 0,0153
N16 1321 Ki Urb |78 7 1]0,00116 1,530 7 0,725| 0,0084 Ta Urb |78 6 1 ]0,00101 1,338 6 0,637 0,0084
N17 1301 Ki Urb |78 5 1]0,00114 1,488 5 0,591 0,0156 Ta Urb |76 4 1 10,00118 1,538 4 0,588]0,0157
N18 1347 Ki Urb |78|10 2]0,00265 3,556 7 0,762| 0,0133 Ta Urb |78(10 2 |0,00261 3,521 7 0,749(0,0133
N19 1280 Ki Urb |721 4 01]0,00129 1,657 4 0,639| 0,0045 Ta Urb |74 6 1 10,00141 1,807 6 0,638 0,0047
N20 1373 Ki Urb |78 4 210,00013 0,177 4 0,100] 0,0102 Ta Urb 78] 3 0 ]0,00046 0,627 3 0,313]0,0102

Moyenne 1300 79 58 1 0,00101 1,303 5.4 0,53 0,014 77 6,3 1,6 0,00106 1,358 5,8 0,556 0,014

n : nombre de chromosomes ; S : nombre de sites polymorphes ; #s : nombre de singletons ; 7 : diversité nucléotidique (nombre moyen de différences

par paires de séquences) ; k£ : nombre moyen de différences nucléotidiques ; H : nombre d’haplotypes ; Hy, : diversité haplotypique ; Div. :

moyen de substitutions par site par rapport au chimpanz¢

nombre

Tableau 24 : Statistiques résumées décrivant la diversité génétique des séquences neutres par population
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Séquence n "l;:gl)e S ns T k H Hygy, Div.
FABP? Ki Urb [ 78 1229 12 0 [0,00405 4,981 5 0,703| 0,0122
Ta Urb | 66 1229 13 1 (0,00414 5,092 7 0,751 0,0122
TCF7L2 Ki Urb | 80 1119 3 1]0,00031 0,348 4 0,188 0,0143
Ta Urb | 76 1119 2 0 ]0,00048 0,538 3 0,295| 0,0143
PPARG Ki Urb | 80 1114 1 0 |0,00016 0,182 2 0,182 0,0019
Ta Urb | 76 1114 2 1]0,00018 0,196 3 0,172 0,0019
LEPR Ki Urb [ 80 1252 4 0 (0,00098 1,229 4 0,605| 0,007
Ta Urb | 76 1252 5 1 (0,00099 1,244 5 0,723| 0,0068
KCNJI1 Ki Urb [ 80 1147 4 1 (0,00190 1,365 4 0,679 0,0113
Ta Urb | 74 1147 6 3(0,00121 1,394 6 0,690 0,0114
SLC30A48 Ki Urb | 78 923 8 410,00189 1,740 8 0,724| 0,0124
Ta Ub | 78 923 8 410,00191 1,759 7 0,697 0,0115
HHEX Ki Urb | 76 1261 2 0 ]0,00076 0,956 2 0,478 0,0054
Ta Urb | 74 1261 2 0 ]0,00080 1,011 2 0,505 0,0055
CDKALI Ki Urb [ 80 1140 10 1 {0,00310 3,532 5 0,537| 0,0092
Ta Urb | 78 1140 9 0 (0,00244 2,779 4 0411 0,0094
KCNOI Ki Ub [ 76 1173 4 0 (0,00062 0,731 5 0,522 0,0089
Ta Urb | 76 1173 4 0 (0,00048 0,567 4 0,282 0,0088
PONI Ki Ub | 80 959 5 0]0,00153 1,466 4 0,685| 0,0021
Ta Ub | 76 959 6 1]0,00189 1,817 5 0,687 0,0023
Moyenne 77 1132 5,5 0,9 0,00149 1,646 4,5 0,526 0,0082
n : nombre de chromosomes ; S : nombre de sites polymorphes ; s : nombre de
singletons ; « : diversité nucléotidique (nombre moyen de différences par paires de
séquences) ; k : nombre moyen de différences nucléotidiques ; H : nombre
d’haplotypes ; Hy;, : diversité haplotypique ; Div. : nombre moyen de substitutions par
site par rapport au chimpanzé

Tableau 25 : Statistiques résumées décrivant la diversité génétique des séquences géniques.

a) Indices de diversité

Les 20 séquences neutres ont en moyenne 5.8 sites polymorphes, variant de 1 a 17 (dont
1.3 singletons en moyenne), pour une longueur moyenne de 1300 pb. Les 10 séquences
géniques sont significativement plus courtes en moyenne (1132 pb, p = 9.8 10) et présentent
un nombre de polymorphismes comparable (5.5, variant de 1 a 13 dont 0.9 singletons en

moyenne, p = 0.64 et 0.48 pour les Tadjiks et les Kirghiz, respectivement).

La diversité nucléotidique (m) varie entre 0.08 107 et 4.14 10 (voir tableaux 24 et 25)

selon la distribution suivante :

-135-



Diversité nucléotidique (x10%)

B Neutre
B Génique Kirghiz

5 | ® Genique Tadjiks

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Figure 21 : Diversité nucléotidique (x10%) par séquence

Les séquences neutres chez les Kirghiz et les Tadjiks présentent exactement la méme
distribution de diversité nucléotidique. Ainsi, elles sont réunies sous une seule et méme
distribution (appelée neutre dans la figure 21 ci-dessus). Nous voyons sur cette figure qu’une
séquence génique est relativement en marge du reste de la distribution, a la fois chez les
Kirghiz et les Tadjiks (7 = 4.05 10~ et 4.14 107, respectivement). Il s’agit de la séquence sur
le géne FABP2. Ce géne présente donc un trés grand nombre de différences nucléotidiques au
sein de chaque population. En théorie, ce résultat peut étre dii a de la sous-structure cachée de
population, de la décroissance démographique de la population (contraction), de la sélection
balancée, ou de Ila sélection positive partielle. Les deux premieres hypotheéses
(démographiques) doivent cependant influencer tout le génome de la méme maniére en

espérance ((Nielsen, 2005)), ce qui n’est pas le résultat observé.

La diversité haplotypique neutre varie quant a elle entre 0.10 et 0.81 (voir tableaux 24 et
25), avec de 2 a 14 haplotypes par population (5.6 en moyenne), ce qui recouvre une large
gamme de valeurs, dont notamment celles sur les séquences géniques : entre 0.17 et 0.75,
avec de 2 a 8 haplotypes par population (4.5 en moyenne). Nous voyons donc ici un nombre
d’haplotypes légerement plus faible sur les séquences géniques, mais non significativement
(test de Wilcoxon, p = 0.27 et 0.14 pour les Tadjiks et les Kirghiz, respectivement). De

maniere intéressante, le geéne FABP2, pour lequel la diversit¢ nucléotidique est
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particulierement élevée, présente également une des plus fortes diversités haplotypiques (0.70

et 0.75 chez les Kirghiz et les Tadjiks, respectivement).

- Divergence par rapport au chimpanzé

La divergence de chaque séquence par rapport au chimpanzé se distribue comme suit :

Divergence par rapport au chimpanzeé
m Neutre
30 .
m Génique
25
o 20
(o))
g
T 15
2
>S5
[e]
o 10 4
5 1
0
0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016 0,018 0,020
Nombre moyen de différence nucléotidique entre especes

Figure 22 : Divergence nucléotidique par séquence entre homme et chimpanzé

Nous voyons que la divergence entre les séquences des populations d’Asie Centrale et
celle du chimpanzé est en moyenne presque deux fois plus forte pour les séquences neutres
(0.014) que pour les séquences géniques (0.008), malgré un certain recouvrement des deux
distributions (voir tableaux 24 et 25). Cette différence significative (p = 0.003 et 0.005 chez
les Tadjiks et les Kirghiz, respectivement) peut s’expliquer par le fait que les séquences
géniques sont plus conservées que les séquences neutres, sous l’effet d’une sélection
négative. Les séquences géniques les plus conservées sont celles sur PPARG (0.0019) et

PONI (0.0022).
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5) Spectre de fréquences alléliques et tests de neutralité sélective

Sur des données de séquence, nous pouvons effectuer des tests de neutralité basés sur
les différences de pression de sélection entre mutations synonymes et non-synonymes, ainsi
que des tests de neutralité basés sur les écarts de spectres de fréquences alléliques par rapport
a ’attendu sous neutralité dans un modéle de taille constante. Le principe de ces tests est

rappelé dans la partie « Matériel et Méthodes » de cette section.

- Test de AN/dS (et Mc Donald-Kreitman)

Sur les 10 séquences étudiées, seulement six comprennent des exons, les autres étant
entiérement introniques, sauf HHEX qui est intergénique (voir tableau 22). Ainsi, ces tests
n’ont pu étre faits que pour FABP2, PPARG, LEPR, KCNJI1, SLC30A48 et PONI. Cependant,
la plupart de ces séquences (PPARG, LEPR, SLC3048 et PONI) ne possedent pas
suffisamment de mutations dans chaque catégorie pour que les tests puissent étre réalisés.

Ainsi, nous ne pouvons avoir les résultats que pour deux séquences (voir tableau 26 ci-

dessous).
FABP2 PPARG LEPR KCNJIl SLC3048 PONI
Smax 39,5 19,33 74,32 24427 28,94 13,56
Soss 1 0 0 2 0 0
Nmax 131,5 61,67 252,68 790,73 112,06 40,44
Nogs 1 1 1 3 2 1
dN/dS 0,30 nd* nd* 0,46 nd* nd*

Smax : nombre maximal de mutations synonymes observables ; Sops : nombre
observé de mutations synonymes ; Nyax : nombre maximal de mutations non
synonymes observables ; Nogs : nombre observé de mutations non synonymes
5

*nd : Rapport dN/dS non disponible car il n’y a aucune mutation synonyme
observée.

Tableau 26 : Nombre de mutations synonymes (S) et de mutations non synonymes (N) par
séquence, et leur rapport. La proportion de mutations non synonymes dN (observées sur
observables) est comparée a la proportion de mutations synonymes dS (observées sur

observables).
Nous voyons que pour les séquences sur FABP2 et KCNJI11, les rapports dN/dS sont

inférieurs a 1, signe que les mutations synonymes sont proportionnellement en plus grand

nombre que les mutations non synonymes. Ce résultat refléte 1’action de la sélection négative
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qui ¢limine les mutations entrainant un changement d’acides aminés. Le test de Mc Donald-
Kreitman n’est significatif pour aucune de ces deux séquences, suggérant que nous n’avons
2

pas assez de puissance pour ce test avec ces faibles nombres de mutations observées.

- Spectre de fréquences alléliques

Le spectre de fréquences alléliques cumulées pour toutes les séquences neutres et

orientées par rapport au chimpanz¢ est présenté ci-dessous :

Spectre de fréquence allélique (séquences neutres)
100
90 + B Kirghiz
80 1 I Tadjik
70 -
60 -
50 -
40 |
30 -
20 - ﬂ
10 |
N B et e =ma
<0.1 02 <03 <04 <05 <06 <07 <08 <09 <1

Figure 23: Spectre de fréquences alléliques pour les séquences neutres, orienté par rapport au

chimpanzg, pour les Kirghiz et les Tadjiks, respectivement

Nous voyons donc sur les séquences neutres qu’il existe une forte proportion de
mutations peu fréquentes, assez peu de mutations a fréquence intermédiaire, et une légere

augmentation en fréquence pour les mutations dérivées presque fixées.
Le spectre de fréquences alléliques pour les séquences géniques, cumulées pour les

différents génes mais en gardant I’information de la contribution de chaque géne, et orientées

par rapport au chimpanzé est présenté ci-dessous.
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Spectre de fréquences alléliques OPONT
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Figure 24 : Spectre de fréquence allélique des séquences géniques, avec la contribution de

chaque séquence mise en évidence, pour les Kirghiz et les Tadjiks, respectivement

Sur les séquences géniques, il semble exister un excés de mutations a fréquence
intermédiaire par rapport aux séquences neutres, surtout des fréquences entre 30 et 40%
(16.5% sur les séquences géniques en moyenne par rapport a 3.9% sur les séquences neutres),
au détriment des mutations a faible fréquence (25% de mutation a moins de 10% en fréquence

pour les séquences géniques en moyenne par rapport a 44.3% pour les s€quences neutres).
Nous avons représenté séparément les génes FABP2 et CDKALI qui présentent tous

deux des profils particuliers (voir figure 25) : FABP2 présente un nombre considérable de

mutations en fréquences intermédiaires; CDKALI présente un nombre important de
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mutations a forte fréquence (dérivées). Pour tester la significativité de ces écarts au spectre de

fréquences alléliques, nous allons effectuer des tests de neutralité.

Spectre de fréquences alléliques Spectre de fréquences alléliques .
(FABP2) (CDKAL1) @ Kirghiz
° m Kirghiz 5 O Tadjiks
5] @ Tadjik
4 _ —
4
3 31

Wﬂ 1l

N9 S X B 6 A 9 AN ‘ o
S ST QTR TS O F 6 7 8 9 10

Figure 25: Spectre de fréquences alléliques pour FABP2 et CDKALI, pour chaque

population

- Tests de neutralité basés sur le spectre de fréquences alléliques

Tout d’abord, le test d’homozygotie d’Ewens - Watterson (Ewens, 1972, Watterson,
1978), qui mesure directement I’écart entre le spectre de fréquences alléliques attendu et
observé, n’est significatif pour aucune séquence, apres correction pour les tests multiples (p
entre 0.49 et 0.91). Ce résultat peut paraitre étonnant vu 1’écart observé entre le spectre des
fréquences alléliques sur les séquences neutres et celui sur les séquences géniques.
Cependant, ici chaque séquence est testée indépendamment, et ce test peut manquer de

puissance.
Les résultats des autres tests de neutralité sont présentés, séparément pour les

séquences neutres et géniques, et pour chaque population, dans les tableaux 27 a 30 ci-

dessous.
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Séquences neutres

Séquence Dde | DdeFu |D*deFu| Fde Fu | F*de Fu Fs de Fu H de Fay
Tajima et Li et Li et Li et Li et Wu
N1 0,14 0,50 0,51 0,46 0,46 0,66 0,19
N2 0,37 0,72 0,71 0,71 0,70 2,40 -0,39
N3 1,55 -0,73 -0,46 -0,11 0,24 2,38 0,31
N4 0,27 0,01 0,02 0,11 0,12 -0,19 0,69
N5 0,19 -1,04 -1,00 -0,76 -0,73 -0,30 0,80
N6 0,04 0,85 0,96 0,82 0,78 0,72 0,59
N7 -0,66 0,01 0,03 -0,26 -0,24 0,76 -1,32
N8 0,10 -1,04 -1,02 -0,81 -0,79 0,31 -0,64
N9 0,66 0,89 0,87 0,97 0,95 -0,08 1,27
N10 -0,52 0,70 0,85 0,39 0,49 -0,85 0,25
N11 -0,13 1,15 1,14 0,86 0,85 0,71 -0,32
N12 1,52 1,07 1,06 1,43 1,42 1,15 0,84
N13 -0,78 -0,23 -0,21 -0,48 -0,46 -0,52 -1,32
N14 -1,46 -0,31 -0,28 -0,83 -0,80 -2,82 -1,00
N15 -1,26 0,97 0,96 0,30 0,30 -1,62 0,30
N16 0,19 0,37 0,37 0,36 0,36 -0,02 0,72
N17 1,04 0,02 0,03 0,41 0,42 1,55 0,33
N18 0,02 0,04 0,85 0,84 3,69 1,14
N19 0,98 0,97 1,58 1,56 2,98 -0,32
N20 -1,62 -1,42 -1,38 -1,75 -1,71
Moyenne | 0.19 0.17 0.21 0.21 0.24 0.39 0.02

Tableau 27 : Résultats des tests de neutralité pour les séquences neutres chez les Kirghiz.

En orange : les tests significatifs a 5% avant correction pour les tests multiples ; en rouge, les

tests significatifs a 5% apres correction pour les tests multiples (FDR)

Chez les Kirghiz, la séquence N20 présente un D de Tajima significativement négatif
(apres correction pour les tests multiples), ainsi qu’un Fs de Fu et un H de Fay et Wu
significativement négatifs. Cette séquence montre donc potentiellement un excés de variants
jeunes, donc compatibles avec de la croissance démographique. Cependant, les moyennes des
tests de neutralité sont chez les Kirghiz tous positifs, montrant ainsi plutot une tendance vers

la contraction. Les séquences N18 et N19 présentent un D de Tajima significativement

positifs, mais ce résultat n’est trouvé pour aucun autre test.
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Ces mémes tests sur les séquences neutres des Tadjiks sont présentés dans le tableau ci-

dessous :
Séquence Dde | DdeFu |D*deFu| FdeFu |F*deFu| Fsde | Hde Fay
Tajima| etLi et Li et Li et Li Fu et Wu

N1 0,04 -1,02 -1,00 -0,82 -0,80 0,236 | 0,2786
N2 1,71 0,62 0,61 1,18 1,17 5,057 | 0,19447
N3 1,55 -0,73 -0,46 -0,12 0,24 1,505 | 0,20772
N4 -0,73 -2,27 -2,15 -2,07 -3,042 | 0,85648
N5 0,28 0,02 0,03 0,12 0,13 -0,188 | 0,80186
N6 -0,26 1,07 1,14 0,81 0,80 -0,349 | 0,78055
N7 -0,84 0,02 0,04 -0,33 -0,31 0,441 | -1,60906
N8 1,58 0,51 0,51 0,96 0,96 2,017 | -0,34802
N9 -0,75 -1,27 -1,65 -1,30 -1,58 -2,851 | -1,19347
N10 -1,01 -1,03 -0,70 -1,18 -0,94 -2,784 | 0,47088
N11 -0,30 0,21 0,22 0,05 0,06 0,461 | -0,54878
N12 1,97 0,97 0,96 1,52 1,51 1,782 | 0,85781
N13 -0,85 -1,04 -1,00 -1,15 -1,12 -1,025 | -0,95638
N14 -0,50 -0,47 -1,01 -0,98 -1,546 | -1,45854
N15 -1,03 -1,01 -1,27 -1,25 -2,42 | 0,09724
N16 0,23 0,21 0,22 0,25 0,26 0,316 | 0,49417
N17 1,84 -0,22 -0,20 0,51 0,52 2,735 | 0,22246
N18 1,95 0,02 0,04 0,83 0,82 3,631 | 1,09357
N19 1,11 0,22 0,23 0,60 0,61 1,293 | -0,46797
N20 0,06 0,85 0,85 0,71 0,70 1,156 | -0,77256

Moyenne | (.24 -0.23 -0.20 -0.09 -0.06 0.32 -0.05

Tableau 28 : Résultats des tests de neutralité pour les séquences neutres chez les Tadjiks.

En orange : les tests significatifs a 5% avant correction pour les tests multiples (FDR)

Chez les Tadjiks, la séquence N4 présente un D de Fu et Li significativement négatif et
les séquences N14 et N15 un D de Tajima significativement négatif, mais ces résultats ne sont
pas retrouvés pur d’autres tests de neutralité. Les moyennes des tests de neutralité sont ici

plutot négatives, montrant ainsi une tendance vers la croissance démographique.
Séquences géniques

Les tests de neutralité sur les séquences géniques chez les Kirghiz sont présentés ci-

dessous :
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Séquence D. fle D de Ij‘u D* de Fu F de l.?u F*de .Fu Fs de Fu H de Fay
Tajima et Li et Li et Li et Li et Wu
FABP2 2,88 1,52 -0,09
TCF7L2 | -0,80 -0,55 -0,53 -0,74 -0,72 -1,38 -1,30
PARG -0,12 0,50 0,51 0,37 0,37 0,34 0,16
LEPR 1,08 0,97 0,96 1,18 1,17 1,95 -1,01
KCNQ1 1,42 -0,23 -0,21 0,35 0,36 2,33 0,68
SLC3048| 0,18 -1,91 -1,83 -1,42 -1,36 -0,30 -1,40
HHEX 0,71 0,71 1,35 1,35 4,14 0,37
CDKALI 0,72 0,71 1,38 1,36 6,24 -2,02
KCNQ1 -0,22 0,97 0,96 0,70 0,69 -0,62 0,61
PONI 1,00 1,07 1,06 1,23 1,22 2,60 0,91
Moyenne | (.96 0.38 0.38 0.68 0.68 2.46 -0.31

Tableau 29 : Résultats des tests de neutralité pour les séquences géniques chez les Kirghiz.
En orange : les tests significatifs a 5% avant correction pour les tests multiples ; en rouge, les

tests significatifs a 5% apres correction pour les tests multiples (FDR)

Nous voyons ici que la séquence sur FABP2 présente plusieurs tests significativement
positifs ; D de Tajima, D*, F et F* de Fu et Li, et Fs de Fu, bien que le D de Tajima soit le
seul encore significatif aprés correction pour les tests multiples. Ce manque de puissance
statistique peut étre lié a la trop petite taille des séquences (1229pb pour FABP2) et du
nombre limité de mutations qui en découle. Cependant, le fait de présenter plusieurs tests
significatifs avant correction pour les tests multiples nous laisse penser que cette séquence
présente bien un exces significatif de variants a fréquence intermédiaire, ou anciens. Ainsi,
FABP2 semble présenter une déviation a la neutralité et étre sous 1’action de la sélection
balancée, ou de la sélection positive partielle (augmentation en fréquence d’un haplotype
différent des autres mais qui n’a pas encore atteint une fréquence forte et est donc en exces a
fréquence intermédiaire). Deux autres séquences présentent €galement un D de Tajima
significativement positif avant correction pour les tests multiples (HHEX et CDKALI), mais

ces séquences ne présentent pas d’autres tests significatifs.
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Les tests de neutralit¢ sur les séquences géniques chez les Tadjiks sont présentés ci-

dessous :
Séquence D- -de D de I-Tu D* de Fu F de lj“u F*de Fu Fs de |H de Fay
Tajima| etLi et Li et Li et Li Fu et Wu
FABP2 1,00 0,97 5,77 0,15
TCF7L2 | 0,52 0,71 0,71 0,76 0,76 0,78 -0,90
PARG -0,84 -1,02 -1,00 -1,13 -1,11 -1,22 0,18
LEPR 0,49 0,02 0,03 0,20 0,21 0,92 -0,50
KCNQ1 | 0,31 -1,67 -1,61 -1,20 -1,15 0,39 0,70
SLC30A8| 0,21 -1,91 -1,83 -1,41 -1,35 0,46 0,30
HHEX 0,71 0,71 1,42 1,42 4,33 0,10
CDKAL1| 1,35 1,37 1,33 1,62 1,58 5,99 -3,95
KCNQ1 | -0,64 0,97 0,96 0,54 0,54 -0,26 0,49
PON1 1,14 0,21 0,22 0,61 0,61 2,29 1,15
Moyenne | (.74 0.04 0.05 0.32 0.33 1.95 -0.23

Tableau 30 : Résultats des tests de neutralité sur les séquences géniques chez les Tadjiks. En
orange : les tests significatifs a 5% avant correction pour les tests multiples ; en rouge, les

tests significatifs a 5% apres correction pour les tests multiples (FDR)

La séquence FABP2 présente ici aussi plusieurs tests significativement positifs (D de
Tajima, F et F'* de Fu et Li), bien qu’aucun ne soit significatif aprés correction pour les tests
multiples. FABP2 semble donc également étre compatible avec de la sélection balancée, ou
de la sélection positive partielle, mais avec moins de robustesse que chez les Kirghiz. Nous
retrouvons également un D de Tajima significativement positif pour HHEX, pour qui aucun
autre test n’est cependant significatif. Ce gene présente donc éventuellement une tendance
vers un exces de fréquences intermédiaires, mais nous ne pouvons rien conclure avec ces

résultats seuls.
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6) Différenciation entre population

Sous neutralité, les fréquences alléliques varient entre populations du fait notamment de
leur histoire démographique, mais tous les locus présentent en espérance le méme niveau de
différenciation génétique. Cet attendu peut étre utilisé pour détecter la sélection naturelle qui,
contrairement a la démographie, affecte toujours certaines régions du génome plus que
d’autres (Cavalli-Sforza, 1966). Certaines approches, basées sur 1’estimation de la distribution
du polymorphisme neutre d’aprés les données observées, permettent ainsi d’identifier les
régions du génome sous sélection positive (Beaumont & Nichols, 1996, Vitalis et al., 2001,

Beaumont & Balding, 2004, Beaumont, 2005, Pollinger et al., 2005).

Tandis que les premicres approches précédemment présentées basées sur des données
de séquence nous permettent d’analyser la variation au niveau intra-populationnel, ces
approches basées sur le niveau de différenciation permettent de détecter des pressions de
sélection différentielles entre populations (par exemple de 1’adaptation locale). L’idée sous-
jacente est que si la sélection favorise un ou plusieurs alléles dans une population (et pas dans
I’autre), alors la différenciation observée a ce locus devrait étre plus élevée que celle observée

aux locus neutres.

Reprenant la méthodologie utilisée dans 1’annexe 5, nous avons comparé le niveau de
différenciation génétique attendu sous neutralité (obtenu par simulation dans un modele en ile
a partir de parametres démographiques déduits des 20 séquences neutres) a celui pour chaque
mutation génique. Nous utilisons 1’approche de Beaumont et Nichols (Beaumont & Nichols,
1996), c’est-a-dire que nous regardons le niveau de différenciation (Fsr) en fonction de
I’hétérozygotie totale (H.) pour détecter les mutations en marge de la distribution neutre. Les

résultats sont présentés dans la figure 26 ci-dessous :

- 146 -



020 .

e LEPR
p = 0.02
0.15r .
s ° { @ KCNQ1
1 p=0.03
E ()
o J
ST 0.10F- 1 0
(@)
© Q
L’ ©) {{"[
— e~ o o .0 o
s ﬁj[ “5 2 v =t - .
oos|  fF] ¢ /wf“?_;%/i o7 ”
f’.‘? —U{’v //-—’jr (1 c, (I‘I / |
/l [J & //.J (= /._ /_/J f ./ -1 . .
s Yo o o
3 ﬁ,’;’ ‘ - .. $%. - . ¢ -,
000? .' .. - - .. - ... .. ] L o [ .
- -
el 5 o v — ]S
- 1 1 1 1 1 P_
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Hétérozygotie totale

Figure 26: Niveau de différenciation mesuré par le Fsr en fonction de 1’hétérozygotie totale, a
la fois pour les mutations sur les 20 séquences neutres et celles sur les 10 séquences géniques.
Les mutations qui ne sortent pas de I’enveloppe a 99% sont en noir tandis que les mutations
significativement en dehors de I’enveloppe sont représentées par des points de diverses

couleurs. Les p-valeurs corrigées pour les tests multiples sont présentées dans la 1égende.

Nous voyons donc que 5 mutations géniques et 3 mutations neutres sortent de
I’enveloppe a 99% bien que seulement deux mutations présentent une p-valeur significative
aprés correction pour les tests multiples (FDR). 11 s’agit des mutations sur les génes KCNQ1
(Fst=0.138, p = 0.03) et LEPR (Fst = 0.116, p = 0.02). Ces mutations géniques présentent
donc des niveaux de différenciation particulicrement forts par rapport aux séquences neutres,
signature de la sélection positive divergente (adaptation locale), c’est-a-dire favorisant des

alléles différents entre populations.
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7)  Conclusion

Nous avons tout d’abord vu que les facteurs de risque génétiques pour le diabéte de type
II ne sont pas en plus forte fréquence chez les Kirghiz par rapport aux Tadjiks, bien qu’ils ont
1.8 fois plus de risque de présenter de la résistance a I’insuline. Ainsi, les mutations étudiées
ne sont pas forcément celles qui sont le plus fortement associées au phénotype dans les

populations d’Asie Centrale.

D’aprés les données de divergence par rapport au chimpanzé, nous pouvons voir que les
régions géniques sont en moyenne plus conservées que les régions neutres, donc a priori sous
I’action de la sélection négative. Cette hypothése est également appuyée par les faibles

rapports entre mutations synonymes et non synonymes observés pour FABP2 et KCNJI1.

Les tests de neutralité basés sur les spectres de fréquences alléliques nous montrent de
plus que FABP2 est a priori sous sé€lection balancée, avec des valeurs significativement
positives chez les Kirghiz pour le D de Tajima, le D*, F et F* de Fu et Li, et le Fs de Fu, et
chez les Tadjiks pour le D de Tajima et le /' de Fu et Li. Ce géne montre également une
diversité haplotypique et nucléotidique forte (Hzy = 0.70 et 0.75 pour les Kirghiz et les
Tadjiks, respectivement, et 7 = 0.004 pour les deux ethnies), un Fgr faible (Fsr = -0.011), et
un spectre de fréquences alléliques biais¢ pour les fréquences intermédiaires (mais non
significatif selon le test d’Ewens-Watterson, p = 0.12 et 0.25 pour les Kirghiz et les Tadjiks,
respectivement). Ce géne présente donc a priori des forts signes de sélection dans les deux
populations, avec peut étre une intensité de sélection plus forte chez les Kirghiz. Il va s’agir
maintenant d’étudier les arbres de coalescence et la structure des haplotypes pour comprendre
quelles pressions sélectives ont opéré sur ces genes (sélection balancée ou sélection positive
partielle). Le séquengage d’une région plus longue du géne FABP2 pourrait également étre du
plus grand intérét pour gagner en puissance statistique pour les tests de neutralité basés sur
spectre de fréquence allélique et pour essayer d’identifier les SNPs les mieux associés a la
pression de sélection (en regardant par exemple I’évolution du D de Tajima le long de la
séquence). Nous aimerions également caractériser l’intensité de sélection dans chaque
population pour voir si les deux ethnies présentent des histoires adaptatives différentes, et
dater le début de I’expansion de cette mutation pour comprendre a quelle période correspond

cette pression de sélection.
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Les tests de différenciation génétique nous montrent de plus que les génes KCNQ! et
LEPR ont une différenciation plus forte qu’attendue sous neutralité (Fsyr = 0.138 et 0.116,
respectivement). Ainsi, ces geénes présentent une signature caractéristique de sélection
positive différentielle entre les populations. Cependant, il est assez étonnant que, malgré ce
signal fort d’adaptation locale, nous ne trouvions aucune déviation au spectre de fréquence

allélique pour ces geénes, d’apres les tests de neutralité.

Nous aimerions donc maintenant savoir dans quelle population la sélection a agit (ou est
la plus forte) et quel est 1’allele sélectionné (alléle a risque ou protecteur). Il serait également
intéressant de dater 1’expansion de la mutation sous pression de sélection pour comprendre a

quel moment ces populations ont subi des pressions de sélection différentes.
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D. Discussion

Les hypothéses du génotype économe et de la piste carnivore que nous cherchons a
tester peuvent étre résumées par plusieurs prédictions que nous pouvons confronter a nos
données : 1) les prévalences de résistance a I’insuline sont différentes entre ethnies pour un
milieu équivalent ; ii) ces différences de prévalence s’expliquent par des différences de
susceptibilité génétique ; iii) ces différences génétiques sont dues a ’action de la sélection
naturelle qui favorise des alleles a risque pour le diabéte de type II dans certaines
populations ; et iv) ces pressions de sélection sont différentes entre ethnies aux modes de vie
contrastés, notamment plus importantes dans les ethnies ayant dans le passé subi le plus de
famines (hypothése du génotype économe) et / ou ayant un régime alimentaire ancestral

pauvre en glucides (hypothése de la piste carnivore).

Différences phénotypiques entre ethnies

Nos résultats suggerent, comme attendu, que les prévalences observées de résistance a
I’insuline sont fortement influencées par le poids (facteur de risque de 3 et de 8.9,
respectivement pour les individus pré-obeses et obeses) et 1’activité physique (facteur de
risque de 2.3 pour les inactifs). Mais nous trouvons également une influence importante des
effets populationnels, avec un facteur de risque de 1.8 pour les Kirghiz (éleveurs) comparés
aux Tadjiks (agriculteurs), en contrélant pour les co-variables confondantes. Ces résultats
sont donc concordants avec la premiere prédiction des hypothéses testées. Le fait que les
¢leveurs aient une prévalence plus importante que les agriculteurs est de plus spécifiquement
compatible avec I’influence de la quantité de glucides dans le régime alimentaire, comme
attendu sous I’hypothése de la piste carnivore. Etant donné que nous avons également
effectué¢ des dosages physiologiques de triglycérides et de cholestérol dans le sang, ainsi que
mesuré la tension, nous pourrons refaire les mémes analyses phénotypiques a partir du
syndrome métabolique, combinaison de déséquilibres métaboliques (résistance a 1’insuline,
obésité, hypertriglycéridémie, hypercholestérolémie et hypertension) qui augmentent
fortement le risque de développer des maladies cardiovasculaires et du diabéte. Nos premieres
analyses montrent que I’étude de ce phénotype aboutit exactement aux mémes conclusions

qu’avec la résistance a I’insuline.
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Facteurs de risque génétiques ?

La deuxieéme prédiction des hypothéses testées est que ces effets populationnels sont liés
a des différences génétiques. Ainsi, les facteurs de risque génétiques associés au diabéte de
type II devraient étre inégalement répartis entre ethnies, avec notamment un facteur de risque

génétique plus élevé chez les Kirghiz que chez les Tadjiks.

Avant de tester cette hypothese, nous pouvons comparer le facteur de risque li¢ a 1’effet
populationnel estimé dans cette étude (1.8) aux facteurs de risque mis en évidence par les
¢tudes génétiques. Les études d’association révelent généralement des facteurs de risque
compris entre 1.15 et 1.25 par mutation associée au diabéte de type II (pour une revue, voir
Prokopenko ef al, 2008). Il existe cependant quelques exceptions, dont notamment
TCF7L2 (facteur de risque de 1.64 chez les Sikhs, Sanghera et al., 2008, , et d’environ 1.4
dans d’autres études, Prokopenko ef al., 2008). Les ¢tudes prenant en compte des facteurs de
risque cumulés pour une combinaison de mutations associées au diabéte de type II montrent
qu’un facteur de risque de 1.8 (comme I’effet estimé dans nos analyses) correspond a environ
de 8 a 12 alleles a risque cumulés (Miyake et al., 2009, Cauchi et al., 2008). Donc 1’effet
populationnel obtenu dans notre étude pourrait correspondre a une dizaine d’alleles a risque

présent uniquement chez les Kirghiz et non chez les Tadjiks.

En mesurant la fréquence de 10 alleles a risque dans 10 geénes différents en Asie
Centrale, nous avons cependant trouvé qu’il y a une tendance vers un plus grand nombre
d’alleles a risque chez les Tadjiks. Ce résultat peut étre dii a un biais de détection des
mutations en plus forte fréquence dans les populations européennes, ou sont majoritairement
effectuées les études d’association. De maniére importante, ce manque de corrélation entre les
données phénotypiques et génétiques peut signifier que les mutations que nous avons choisies
n’ont pas d’effets phénotypiques forts dans les populations d’Asie Centrale, particuliérement
chez les Kirghiz. Ainsi, il est possible que nous sous-estimions les intensités de sélection
pouvant exister sur les mutations directement associées au diabete de type II dans ces

populations.
Il est également possible que, prises individuellement (comme dans les études

d’association), ces mutations aient bien des effets sur le phénotype en Asie Centrale, mais que

d’autres facteurs soient en fait majoritairement responsables des différences phénotypiques
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observées. Notamment, quelques mutations a fort effet (et a faible fréquence) inégalement
réparties entre Kirghiz et Tadjiks pourraient expliquer une majorit¢ de la variation
phénotypique. Ces mutations ne seraient pas détectées par les études d’association car 1) les
¢tudes d’association testent des mutations préalablement cataloguées dans les bases de
données qui ne recensent souvent que des mutations a fréquence supérieure a 5% et ii) les
mutations a faible fréquence ont trés peu de chances d’étre significativement associées a un

phénotype du fait d’'un manque de puissance statistique.

Certains auteurs ont également proposé que les mutations expliquant les différences
phénotypiques a I’intérieur des populations (donc détectées par études d’association) ne
soient pas les mémes que celles responsables des différences de prévalences entre
populations, comme avec le géne MCIR responsable de la pigmentation de la peau (Myles et

al., 2007).

Egalement, nous pouvons imaginer que d’autres facteurs soient responsables des
différences phénotypiques de diabéte de type II observées, comme des CNV (Copy Number
Variation), souvent associés a des maladies chez I’Homme (Orozco et al., 2009, Conrad et
al., 2009, Frazer et al, 2009), ou encore des facteurs non génétiques responsables de
plasticité phénotypique (variations épigénétiques ou autres adaptations phénotypiques, Kaput

et al., 2007, Tobi et al., 2009).

Finalement, pour départager ces hypotheses, le plus informatif serait d’effectuer des
¢tudes d’association au sein des populations d’Asie Centrale, pour pouvoir identifier et
directement tester la présence de sélection sur d’autres mutations qui seraient fortement
associées au phénotype de résistance a I’insuline. Cependant, méme s’il existe d’autres
mutations plus fortement associées au phénotype, nous pouvons tout de méme, par une
approche de génétique des populations, tester avec nos données les dernicres prédictions des
hypothéses initiales : iii) si certains all¢les a risque pour le diabéte de type II présentent des
signes de sélection naturelle, et iv) s’ils sont différents entre populations aux modes de

subsistance contrastés.
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Sélection d’alleles a risque liés au diabéte de type I1 ?

Sur dix genes candidats associés au diabéte de type I, nous avons trouvé des signes de
déviation a la neutralité pour au moins trois genes (FABP2, KCNQI et LEPR). Pour le
premier gene, la pression de sélection est commune aux deux populations, mais son intensité
est peut-Etre plus importante chez les Kirghiz (éleveurs). Bien que ’alléle a risque présente
une tendance vers une plus forte fréquence chez les Kirghiz, nous ne savons pas si c’est cet
allele qui est sélectionné chez les Kirghiz, ou I’all¢éle protecteur qui est sélectionné chez les
Tadjiks. De plus, nous ne savons pas quand ont lieu ces pressions de sélection dans le temps,
ce qui est fondamental pour savoir si les hypotheéses du génotype économe et de la piste
carnivore sont supportées par ces données. En effet, ces hypothéses sont compatibles avec
une sélection ancienne de 1’alléle a risque ou une sélection récente de 1’all¢le protecteur, mais
ne sont pas compatibles avec une sélection ancienne de I’alléle protecteur ou récente de
I’allele a risque. Finalement, nous ne savons pas si le géne FABP2 présente des signes de

sélection balancée ou plutdt de sélection positive partielle.

Pour les deux derniers genes, les pressions de sélection mises en évidence entrainent
une différenciation importante entre ethnies aux modes de vie contrastés, en accord avec
I’idée d’une adaptation locale a I’alimentation. Cependant, les all¢les a risque sont en plus
fortes fréquences chez les Tadjiks. Il est donc probable i) que ces alléles a risque soient sous
plus forte sélection chez les Tadjiks, ou ii) que les alléles protecteurs soient sous plus forte
sélection chez les Kirghiz. Dans le premier cas, nous retrouvons I’idée de sélection d’alleles a
risque, mais dont les causes seraient différentes de celles proposées par les hypothéses du
génotype économe et de la piste carnivore (puisque ayant lieu chez des agriculteurs). Dans le
deuxiéme cas, la sélection favoriserait les alléles protecteurs, ce qui n’est pas compatible avec

les hypothéses testées.

Finalement, les approches utilisées ici (tests de neutralité basés sur le spectre de
fréquence allélique et tests de différenciation) ne nous permettent pas de conclure sur la
contribution des données génétiques au débat toujours en cours sur les hypothéses du
génotype économe et de la piste carnivore. En effet, seule I’identification de 1’allele sous
sélection (2 risque ou protecteur), I’estimation des intensités de sélection dans chaque
population et la datation de ces pressions de sélection nous permettront de comprendre les

processus évolutifs en jeu. Nous aimerions donc maintenant utiliser d’autres approches basées
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sur des données haplotypiques, qui permettraient justement d’obtenir les informations
complémentaires a notre ¢étude. En effet, deux tests basés sur la longueur
d’haplotypes (Voight et al., 2006, Sabeti et al., 2007) permettent de détecter la sélection
positive grace a la présence de déséquilibre de liaison autour de la mutation sous sélection. Ce
déséquilibre de liaison est comparé entre les haplotypes portant la mutation d’intérét et les
autres, pour corriger pour les variations de taux de recombinaison entre séquences. Ainsi ces
approches permettent de tester quels sont les haplotypes sous sélection, et dans quelle
population. La méthode développée par Austerlitz et a/ (2003) précédemment utilisée dans la
deuxiéme partie du chapitre I sur la lactase permettrait également a partir de données
haplotypiques d’estimer 1’intensité de la sélection dans chaque population, et surtout le temps
depuis lequel ces mutations sont en expansion. C’est pourquoi nous avons initié le
génotypage d’un grand nombre de marqueurs génétiques pour ces mémes 80 individus, grace
a la technologie de puce a ADN. Nous avons ici utilisé la puce Illumina 660W Quad, qui
comprend 660 000 SNPs et CNVs. Ce génotypage appelé « a haut débit » a été effectué en
collaboration avec la plateforme de séquencage de la Piti¢ Salpetriére dirigée par Wassila
Carpentier. Les analyses statistiques sont en cours et sont effectuées en collaboration avec

Christine Lonjou de cette méme équipe.

L’¢tude des données haplotypiques obtenues par génotypage par puce a ADN nous
permettra donc d’effectuer de nouveaux tests de sélection pour avancer dans la
compréhension des processus évolutifs en jeu. Ces données nous permettront également de
tester un champ plus large de mutations associées au diabéte et donc éventuellement d’éviter
le biais du choix des mutations en faveur des plus fréquentes chez les Tadjiks. Finalement, les
taux de croissance démographique de chaque population pourront étre précisément inférés sur
des régions neutres du génome, ce qui nous permettra de distinguer au niveau des mutations

d’intérét la part de la croissance due a la démographie et celle due a la sélection.

Données de la littérature

En attendant de compléter nos résultats par de nouvelles données, nous pouvons dans un
premier temps nous appuyer sur les données de la littérature, et notamment sur les données
dans les populations de HapMap ou du HGDP-CEPH, pour nous aider a interpréter nos

résultats.
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- Pour le géne LEPR, les Fst sont particulierement forts entre 1’ Asie et I’Europe et entre
I’Asie et I’Afrique (Voight ef al., 2006), et les tests basés sur la longueur d’haplotypes
partagés révelent des signes forts de sélection positive de ’alléle protecteur du diabéte de
type 11, exclusivement en Asie de I’Est (Cheng et al., 2009, Pickrell et al., 2009). Sachant que
les populations d’HapMap et du CEPH sont majoritairement constituées d’agriculteurs, nous
pouvons imaginer que 1’alléle protecteur est sous sélection récente dans ces populations
(c’est-a-dire depuis le Néolithique). Ainsi, ces résultats peuvent étre réconciliés avec
I’hypothése du génotype économe et de la piste carnivore. Cependant, si ces alléles
protecteurs sont sous sélection depuis plus longtemps, ces résultats ne sont plus en accord
avec ces hypotheses. Il serait donc intéressant d’appliquer la méthode d’Austerlitz et al

(2003) sur ces données.

- Les autres geénes que nous avons identifiés sous sélection (FABP2 et KCNQI) ne
présentent pas de signatures caractéristiques de la sélection naturelle dans les populations du
CEPH et d’HapMap, et n’ont pas non plus été révélés par d’autres ¢études. Nous pouvons
noter que KCNQ! est un des seuls genes a avoir été identifié en premier lieu chez les

asiatiques, et non chez les européens.

- Le géne TCF7L2, qui ne présente pas de déviation a la neutralité dans notre étude, est
pourtant un des geénes ou la signature de la sélection est la plus souvent retrouvée. L’étude
d’Helgason et al (2007) sur les populations de HapMap et celle de Pickrell et a/ (2009) sur les
populations du CEPH ont trouvé de forts Fst sur ce géne (0.306 pour un haplotype dans les
populations de HapMap), majoritairement dus a 1’écart de fréquences entre les populations
d’Asie de I’Est et les deux autres. Les données d’Helgason ef a/ (2007) montrent de plus une
signature de sélection positive particuliecrement forte en Asie de I’Est, sur un haplotype
portant un alléle protecteur. Les estimations du début de 1’expansion de cet haplotype sont de
11 933, 8 401 et 4 051 ans pour les populations européennes, est-asiatiques et africaines,
respectivement. Ces résultats sont donc compatibles avec un changement de pression de
sélection sur les genes liés au diabéte de type I au moment du Néolithique, et notamment une

diminution de la fréquence des all¢les a risque a cette période.
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Conclusion

En résumé, notre ¢tude a permis de montrer que les prévalences phénotypiques de
résistance a I’insuline sont presque deux fois plus importantes chez les Kirghiz par rapport
aux Tadjiks. De plus, nous avons identifié¢ trois genes associés au diabéte de type II sous
sélection, un sous sélection balancée (ou positive partielle) commune aux deux ethnies
(FABP2), et deux autres sous sélection positive locale (LEPR et KCNQ]I). Ainsi, ces derniers
genes sont différemment sélectionnés entre ethnies aux modes de subsistance contrastés. De
plus, les geénes associés au diabéte de type II et identifiés comme sous sélection dans la
littérature montrent plutot des signes de sélection pour les alléles protecteurs (notamment
LEPR et TCF7L2, Cheng et al., 2009, Helgason et al., 2007, Pickrell et al., 2009). Ces
résultats peuvent étre conciliés avec les hypothéses du génotype économe et de la piste
carnivore si les alleles a risque de ces genes ont d’abord été fortement sélectionnés dans le
passé, puis que les alleles protecteurs ont été favorisés plus récemment, au moment de la
révolution Néolithique. Ces résultats peuvent étre confirmés i) en datant les pressions de
sélection par la méthode d’Austerlitz sur nos données pour LEPR et KCNQI, et sur les
données de la littérature pour LEPR et TCF7L2 et i1) en comparant les intensités de pressions
de sélection chez les éleveurs et chez les agriculteurs d’Asie Centrale pour tous ces genes,

pour tester I’influence des modes de subsistance passés sur ces pressions de sélection.

Pour FABP2, bien que nous ne puissions pas pour I’instant savoir quel alléle est
sélectionné, ni a quelle période, nous pouvons imaginer que la signature observée d’une
sélection balancée, ou d’une sélection positive partielle, soit justement le reflet d’un
changement de pressions de sélection, depuis un avantage pour ’alléle a risque dans le passé
vers un avantage pour 1’allele protecteur au Neéolithique. Dans tout les cas, les tests

haplotypiques nous permettront enfin de trancher parmi toutes les alternatives possibles.
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V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Nous avons vu que plusieurs approches sont possibles pour détecter de la sélection : des
approches intra-population basées sur la déviation du spectre de fréquences alléliques attendu
sous neutralité (détection de sélection positive et balancée, Watterson, 1975, Fu & Li, 1993,
Fu, 1997, Tajima, 1989), des approches inter-population basées sur la comparaison du niveau
de différenciation de marqueurs génétiques entre marqueurs neutres et marqueurs d’intérét
(détection de sélection locale, (détection de sélection locale, Beaumont & Nichols, 1996,
Beaumont, 2005), et des approches basées sur les longueurs d’haplotypes partagés,
permettant de connaitre la population et 1’alléle sous sélection, ainsi que la date de début
d’expansion (Austerlitz et al., 2003, Voight et al., 2006, Sabeti et al., 2007). Ces approches
peuvent étre utilisées sur des génes candidats, comme nous 1’avons fait dans cette étude, ou
indifféremment sur tout le génome (approche de « scan génomique », Storz, 2005), pour

identifier les classes de génes les plus touchées par la sélection.

Approches utilisées dans cette étude

Dans cette étude, nous avons utilisé¢ sur des geénes candidats la plupart des approches
méthodologiques précédemment citées, en partant de données moléculaires variées : SNPs
ponctuels obtenus par RFLP (AGXT et lactase), SNPs ponctuels obtenus par génotypage
(lactase), CNV (Copy Number Variation, pour I’étude en cours sur I’amylase), séquencage
(pour les geénes du diabéte de type II) et SNPs obtenus par génotypage « dense », c¢’est-a-dire
permettant de reconstruire des haplotypes (pour la lactase et pour 1’é¢tude en cours des
données issues de la puce a ADN). Chaque type de données moléculaires représente un
compromis entre le temps et le colit nécessaire a ’obtention des données, et 1’apport
d’information par rapport a la question posée. Les données de SNPs ponctuels et de CNV
sont assez rapides a obtenir mais ne peuvent étre interprétées que par des approches basées
sur le niveau de différenciation inter-population. Les données de séquengage sont plus
longues a obtenir mais permettent, en plus des tests basés sur la différenciation, d’adopter des
approches intra-population et donc de comprendre dans quelle population la sélection agit,
grace a des tests basés sur les spectres de fréquences alléliques. Les données haplotypiques, si
I’on considere la méthode de puce a ADN, sont assez rapides a obtenir mais plus cheéres, et
elles permettent, en plus des tests de différenciation, d’effectuer des tests intra-population

basés sur les longueurs d’haplotypes partagés, les seuls permettant de dater 1’expansion de la
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mutation sélectionnée. Chaque approche comporte donc des avantages et inconvénients, et

souvent ces méthodes sont complémentaires.

Adaptation génétique locale aux modes de subsistance ?

Nous avons donc utilisé toutes ces approches sur des populations d’éleveurs et
d’agriculteurs en Asie Centrale pour comprendre s’il existe des adaptations génétiques locales
au mode de subsistance. Tout d’abord, le géne de la lactase, bien qu’a priori sous sélection
dans ces populations, ne présente pas de différence significative de pressions de sélection
entre ¢leveurs et agriculteurs dans cette région du monde, certainement a cause de pratiques
culturelles de I'utilisation du lait qui amoindrissent 1’avantage de digérer le lactose a I’age
adulte chez les ¢éleveurs. Ensuite, le gene AGXT ne présente pas de déviation significative a
I’attendu sous neutralité en Asie Centrale et plus largement dans un échantillon mondial,
contredisant 1’hypothése d’une adaptation de ce gene a la consommation de viande chez les
¢leveurs. Finalement, la diversité génétique de certains génes liés au diabéte de type II
s’écarte significativement de ’attendu sous neutralit¢ en Asie Centrale (LEPR, KCNQI et
FABP?2), avec certaines pressions de sélection clairement différentes entre ethnies aux modes
de vie contrastés (KCNQI et FABP2). Cependant, d’autres tests basés sur des données
haplotypiques sont nécessaires pour comprendre les processus évolutifs en jeu. Dans la
littérature, les pressions de sélection identifiées pour LEPR et TCF7L2 semblent témoigner de
pressions de sélection en faveur des alléles protecteurs pour le diabéte de type II. Ces
résultats, bien que non prédits directement dans les hypothéses du génotype économe et de la
piste carnivore, pourraient tout de méme étre compatibles avec ces derniéres si ces pressions
de sélection sont récentes. Allen & Cher (1996) avaient d’ailleurs remarqué qu’il fallait
mieux se demander pourquoi le diabéte n’est pas en forte fréquence dans toutes les
populations humaines, plutét que de se demander pourquoi certaines populations présentent
des fréquences si élevées. Cependant, ces auteurs favorisaient la dérive comme seule force

responsable de ces différences de phénotype.

Etant donné que les génes liés a I’alimentation ont des fonctions métaboliques, il parait
raisonnable de penser que ces geénes sont de maniére générale également sous l’influence
d’autres contraintes environnementales telles que le climat, la température ou 1’altitude. I1 est
donc difficile d’exclure un role important de ces variables pour expliquer les pressions de
sélection observées. Nous avons en effet vu avec le géne de la lactase que les facteurs

« culturels » liés au mode de subsistance et les facteurs « environnementaux » liés a
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I’ensoleillement et 1’aridité peuvent avoir des effets confondants. Cependant, 1’étude majeure
de Holden & Mace (1997), ainsi que 1’é¢tude plus récente de Itan et al/ (2009), ont montré que
seuls les facteurs culturels expliquaient convenablement la distribution de la diversité
génétique de la lactase. Ces études nécessitent en tout cas d’avoir des bases de données

importantes pour réussir a distinguer parmi les hypothéses alternatives.

Concernant les genes liés au diabéte de type II, I’étude de Hancock et al (2008) a
¢galement montré que la distribution de la diversité de genes liés aux fonctions métaboliques
peut étre significativement corrélée a différentes variables environnementales comme la
latitude, les températures hivernales, I’humidité ou I’ensoleillement. Ainsi, en analysant des
mutations associées au diabete de type II (les mémes que celles que nous avons étudié¢ sauf
pour PONI), cette étude trouve que FABP2 et PPARG sont significativement associés a la
latitude, LEPR aux températures hivernales et 7TCF7L2 et PONI a une variable résumant
I’humidité, la pluie et les rayons UV. Cette étude ne tente cependant pas de distinguer ces
effets de ceux liés au mode de subsistance. En effet, les modes de subsistance sont fortement
contraints par I’environnement, avec une majorité¢ de populations pastorales dans des climats
extrémes ou 1’agriculture est peu praticable : hautes latitudes, milieux froids ou en altitude,
milieux secs et arides, et il n’est clairement pas évident de distinguer I’influence causale de
tous ces facteurs. Etant donné que les genes métaboliques sont au final liés a différentes
fonctions, nous pouvons également imaginer que la sélection d’alleles protecteurs du diabéte
de type II puisse étre en fait liée a un avantage de es all¢les sur d’autres phénotypes comme la
régulation corporelle de la température ou encore la gestion de 1’énergie. Ainsi, des conflits

évolutifs pourraient exister sur ces genes fortement pléiotropiques.

En Asie Centrale, les Kirghiz sont des populations vivant en montagne, donc dans des
conditions climatiques particuliéres, par rapport aux Tadjiks. Pour vérifier le réle causal du
mode de subsistance sur les pressions de sélection identifiées, nous pourrions obtenir des
données sur d’autres populations comme par exemple les Ouigours (majoritairement en
Chine), qui sont des agriculteurs de langue Turco-mongole. Cette population pourrait nous
¢clairer sur le role respectif de I’environnement et du mode de vie sur les pressions de

sélection identifiées.

Dans les populations du CEPH (majoritairement agricultrices), les résultats pour LEPR

et TFC7L2 montrent que les pressions de sélection sont exclusivement trouvées en Asie de
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I’Est, différenciant alors fortement des populations ayant un méme mode de subsistance mais
vivant dans des environnements différents (comme des agriculteurs d’Europe et d’Asie). Ces
résultats peuvent suggérer que ces pressions de sélection ne sont pas liées aux modes de
subsistance. Nous pouvons également émettre une hypothése alternative : les pressions de
sélection ont agi sur les mémes phénotypes mais sur des mutations différentes (évolution
convergente comme dans le cas de la lactase). Cette hypothése est particulierement probable
du fait que ces pressions de sélection sont récentes et s’exercent alors sur une variabilité
génétique neutre déja différenciée (Przeworski et al., 2005). De plus, les geénes liés au
métabolisme sont organisés en réseaux complexes, et nous pouvons donc supposer qu’un
méme changement de phénotype soit obtenu par des mutations différentes sur des génes aux

fonctions redondantes.

Perspectives

Finalement, si les adaptations génétiques sur les génes du diabéte de type II sont bien
liées a I’alimentation, nous pourrons alors atteindre un de nos objectifs initiaux de dater le
début de I’expansion des mutations d’intérét dans chaque ethnie, pour mieux comprendre
quand ont eu lieu les transitions alimentaires en Asie Centrale. Nous avons déja obtenu les
dates de début d’expansion pour la mutation sur la lactase, mais il n’est pas évident
d’interpréter ces résultats puisque 1) les pressions de sélection ne sont pas différentes entre
¢éleveurs et agriculteurs et ii) ces dates (comprises entre 10 000 et 4 000 BCE) sont plus

anciennes que les premiéres traces connues d’utilisation du lait dans la région (3 500 BCE).

Afin de comprendre quand les populations d’Asie Centrale ont subi des changements
majeurs de modes de vie, nous pourrions également, grice aux données de puce a ADN,
effectuer des tests de sélection sur des geénes liés a d’autres fonctions affectées par la
révolution Néolithique, notamment comme des génes liés a la réponse immunitaire (Barreiro
et al., 2009). Certains de ces genes ont en effet ¢té¢ préalablement identifiés comme sous
adaptation locale en fonction du mode de vie (Quintana-Murci, communication personnelle).
D’autres genes, liés a la détoxification de substances xénobiotiques comme NAT2, ont
¢galement montré des signes de sélection associés au mode de subsistance dans un
¢chantillon mondial et précisément en Asie Centrale (Patin et al., 2006, Magalon et al.,
2008). Ces informations pourront donc étre croisées pour nous donner une bonne vision

d’ensemble de I’histoire passée de ces populations.
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Bien que nous ayons pour I’instant uniquement adopté une approche de geénes candidats,
nous allons également pouvoir utiliser une stratégie de « scan génomique », grace aux
données obtenues par la puce a ADN. Ainsi, nous pourrons tester ’intensité de la sélection le
long du génome et ensuite voir quelles classes de genes sont le plus susceptibles d’étre sous
sélection. Il sera également intéressant d’étudier le déséquilibre de liaison da a 1’épistasie,
pour voir si la résistance a 1’insuline n’est pas liée a des combinaisons d’all¢les a différents

locus (Latta, 1998).

Finalement, le génotypage d’un grand nombre de marqueurs génétiques grace aux puces
a ADN pourra nous permettre d’obtenir le niveau de différenciation génétique observé sur des
régions a priori neutres du génome. Cette enveloppe de différenciation observée sera utile
pour tester la significativit¢ de I’écart des mutations géniques a la neutralité, en
s’affranchissant de tout modele démographique a priori (comme ici le modéle en ile). Elle
pourra également nous servir & comparer 1’enveloppe de différenciation observée de celle
obtenue par simulation sous un modele de migration en ile, comme nous avons utilisé, ou
sous d’autres modeles a tester, afin de tester 1’influence des hypothéses du modéle sur les

résultats de détection de mutations sous sélection.
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CONCLUSION GENERALE

De maniére générale, notre ¢tude a eu pour objectif de comparer la diversité génétique
de populations ayant adopté des modes de vies différents en Asie Centrale. Un premier
groupe de populations est constitué de peuples parlant des langues indo-iraniennes, définis
comme patrilocaux (les femmes partent s’installer dans le village du mari aprés le mariage),
cognatiques (les individus se définissent d’aprés leurs ascendances paternelles et
maternelles), et plutdét endogames (les conjoints sont choisis majoritairement a 1’intérieur du
groupe social). Ces peuples sont de plus des agriculteurs sédentaires installés a priori depuis
longtemps en Asie Centrale. D’un autre c6té, d’autres populations parlent des langues
turques, sont patrilocales, constituées en groupes de parenté patrilinéaires (les individus se
définissent uniquement d’apres leur ascendance paternelle) et plutot exogames (les conjoints
sont choisis majoritairement en dehors du clan, mais a Dl’intérieur de la tribu). Ces
populations sont de plus traditionnellement des éleveurs nomades. Ces deux groupes de
populations sont donc culturellement assez différenciés, et nous posons la question de

I’influence de la diversité culturelle sur la diversité génétique.

Le role de la géographie

Nous trouvons que la diversité génétique neutre est clairement différente entre ces
populations, les Indo-iraniens étant plus proches des populations européennes et plus
différenciés entre eux. Les Turco-mongols sont au contraire plus proches des autres
populations d’Asie de I’Est et sont trés homogeénes entre eux. Ainsi, bien que les niveaux de
différenciation soient faibles en Asie Centrale (1.4%), nous pouvons conclure que ces
populations, qui se répartissent sur un territoire commun, sont clairement distinctes. Nous
avons de plus trouvé que la géographie n’explique pas significativement la distribution de la
diversité génétique en Asie Centrale. Ce résultat peut paraitre étonnant car au niveau
mondial, nous retrouvons classiquement une bonne corrélation entre génétique et géographie
(Manica et al., 2005, Bosch et al., 2006). Nous avons ainsi mis en évidence un rare exemple
d’une absence de corrélation entre la distance génétique et géographique, quels que soit les
marqueurs considérés ou le groupement de populations pris en compte. Il se peut donc que la
corrélation au niveau mondial soit en fait la somme d’histoires différentes, qui au final
donnent une tendance mondiale, mais que cette tendance ne soit pas forcément bien
représentative de la réalité dans chaque région. Contrairement a la géographie, les facteurs

culturels sont fortement responsables de cette différenciation génétique : 1’affiliation
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linguistique et ethnique expliquent significativement la répartition de la diversité génétique.
Ainsi, ce qui gouverne les choix de conjoints et les échanges entre populations n’est pas tant
leur répartition géographique mais plutdt leurs affiliations culturelles, au moins pour les

populations d’Asie Centrale.

Si I’on regarde séparément 1’histoire des hommes et des femmes, ces populations
révelent aussi des comportements distincts. Notre approche « multi-locus » basée sur des
marqueurs du chromosome X et des autosomes nous a permis de conclure que, chez les
Turco-mongols, le taux de migration et la taille efficace sont plus importants chez les
femmes par rapport aux hommes, ce qui engendre de fortes différences de structure
génétique entre eux. Chez les Indo-iraniens, de tels écarts ne sont pas mis en évidence. Ainsi,
les caractéristiques culturelles de chaque population ont clairement une influence sur leur
diversité génétique. Ces corrélations ne semblent cependant pas pouvoir étre mises en
¢vidence si I’on étudie les populations humaines a une échelle globale. En effet, tandis que
les études locales ont souvent trouvé des différences de structure génétique entre hommes et
femmes, différences qui varient en fonction de I’organisation sociale des populations (Salem
et al., 1996, Perez-Lezaun et al., 1999, Oota et al., 2001, Kayser et al., 2003, Malyarchuk et
al., 2004, Destro-Bisol et al., 2004, Nasidze et al., 2004, Nasidze et al., 2005, Hamilton et
al., 2005, Kumar et al., 2006, Wilkins & Marlowe, 2006, Chaix et al., 2007), les études a
échelle globale ont donné des résultats contradictoires (Seielstad et al., 1998, Dupanloup et

al., 2003, Wilder et al., 2004a, Wilder et al., 2004b, Ramachandran et al., 2004).

L’exemple de I’adaptation a I’alimentation

Au niveau de 1’étude des adaptations locales, nous avons trouvé que les deux premiers
genes candidats (la lactase et I’AGXT) ne présentent pas de différences entre les Turco-
mongols et les Indo-iraniens. Cependant, pour les génes liés au diabéte de type II, nous avons
trouvé des signes d’adaptation locale sur deux génes, et nous avons mis en évidence une
prévalence de résistance a I’insuline significativement plus importante chez les Kirghiz par
rapport aux Tadjiks. Bien que d’autres analyses soient nécessaires pour comprendre les
processus évolutifs en jeu, ces résultats suggérent I’existence d’adaptations locales entre
populations aux modes de subsistance contrastés. En parallele des études locales, la

comparaison de nombreuses populations a échelle globale peut permettre de gagner en
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puissance et de tester 1’influence de différents facteurs corrélés, comme 1’ont montré Holden

& Mace (1997) pour la lactase.

Cependant, afin de mettre en évidence quelle a été la contribution de chaque aire
géographique a la corrélation trouvée entre pastoralisme et persistance de la lactase dans
cette ¢étude, j’ai réanalysé les données de Holden & Mace {, 1997 #394} selon le
regroupement suivant: Asie / Océanie, Afrique, Europe, et Amérique, et en ajoutant
¢galement les données de fréquence de persistance de la lactase pour les populations d’Asie
Centrale. Selon I’atlas ethnographique de Murdock (Murdock, 1967, Murdock & White,
2006), les populations Kazakhs, comme les populations Mongoles dépendent a 80.5% de
ressources pastorales. Nous pouvons donc extrapoler qu’il en est de méme pour les autres
populations d’Asie Centrale (Kirghiz, Karakalpaks, Turkmenes et Ouzbeks) qui ne sont pas

inclues dans cette base de données. Les résultats sont présentés ci-dessous:
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Figure 27 : Corrélation entre pastoralisme et fréquence de tolérance au lactose, d’aprés

les données d’Holden & Mace, {, 1997 #394}.

Nous voyons donc bien, d’apres ce graphique, que les populations africaines contribuent
fortement a la corrélation observée entre pastoralisme et persistance de la lactase, par rapport

aux populations européennes ou asiatiques. Il serait donc intéressant de réappliquer leur

164 -



approche sur chaque continent séparément, pour voir si leur conclusion est robuste a ces

regroupements géographiques.

Nous avons donc souligné I’'importance d’étudier les populations humaines a une
¢chelle locale, surtout quand 1’on s’interroge sur I’influence des facteurs culturels sur la
diversité¢ génétique. Le probléme avec les études sur les populations humaines est que I’on
cherche la plupart du temps a tirer des tendances générales applicables a toutes les
populations humaines, mais au final, ces tendances masquent souvent des réalités plus
complexes. A I'inverse, en étudiant seulement des populations particuliéres, nous pouvons
faire ressortir des liens intéressants entre diversité génétique et culturelle. Il semble ainsi de
maniere générale que la réponse a la question de I’influence du mode de vie sur la diversité

génétique dépende de 1’échelle géographique a laquelle nous nous placons.
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ANNEXES

- Annexe 1 : Géne-éthique

La génétique est une discipline imbibée d’histoire, et cette histoire différe selon les
sociétés humaines. En 1997, PTUNESCO (Organisation des Nations Unies pour I’Education,
la Science et la Culture) fait une premicre déclaration universelle sur le génome humain et les

droits de I’Homme (téléchargeable sur http://portal.unesco.org/fr/ev.php-

URL_ID=13177&URL_DO=DO_TOPIC&URL_SECTION=201.html). Cette déclaration considére le

génome humain comme patrimoine mondial de 1’humanité, mais le reconnait également
comme caractéristique unique de chaque individu. C’est justement toute la dualité du matériel
génétique : il constitue la partie la plus privée et la plus commune de notre biologie. De la
méme manicre, il est a la fois une partie du corps humain, et une information sur I’individu
(ou le groupe), deux composantes normalement bien différenciées dans la législation. La
difficulté est alors de nouer ces deux caractéristiques pour en faire une problématique unique.

C’est pourquoi, en 2003, IUNESCO a fait une nouvelle déclaration universelle

(http://portal.unesco.org/fr/ev.php-URL_1D=17720&URL_DO=DO_TOPIC&URL_SECTION=201.html),

considérant cette fois-ci les données génétiques humaines dans leur ensemble, ce qui n’est pas
le cas des lois nationales. En effet, en France, quand on met en place un terrain de recherche,
il faut déclarer d’une part les données collectées au CNIL (Comité National sur I’Information
et la Liberté), pour la législation concernant les conditions de stockage et d’utilisation des
données « identifiantes », et d’autre part auprés de 1’organisme de recherche en tant que
collections d’ADN (si il y a stockage). Si la recherche se fait a 1’étranger, il faut en plus
obtenir une autorisation d’import / export des échantillons biologiques. Il faut également faire
appel a un comité d’éthique local, qui est I’organisme central pour la prise de décision du
protocole a suivre. Cependant, tous les pays n’ont pas de comité d’éthique propre (ou certains
ne sont pas libres et indépendants) et le comité d’éthique francgais, consultatif, ne peut pas
donner son avis sur un protocole a I’étranger, puisqu’il n’est pas considéré comme compétent
dans d’autres pays. C’est notamment le cas au Kirghizistan et en Ouzbékistan, ou,
respectivement, le Ministéere de la Recherche et I’Académie des Sciences ont fait office
d’organismes de référence locaux pour la validation des projets de recherche. Dans ces cas ou
il n’y pas de comité d’éthique locaux, il faut faire référence a la déclaration d’Helsinki

(http://www.wma.net/fr/30publications/10policies/b3/17¢_fr.pdf), que chaque chercheur, dans

son contrat, s’engage a respecter. Cette déclaration s’adresse principalement aux médecins,
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mais également aux autres acteurs de la recherche, surtout quand leurs études impliquent des

étres humains.

Déclaration d’Helsinki

Nous pouvons retirer de cette déclaration plusieurs principes généraux : le devoir du
médecin de protéger la dignité et I’intégrité des personnes impliquées (article 11); la
soumission du projet a un comité d’éthique indépendant, prenant en compte les l1égislations
propres a chaque pays ainsi que les normes internationales si elles n’excluent pas les
protections ici garanties (article 15) ; la protection de la confidentialité des informations et de
la vie privée des personnes (article 23) ; la nécessité d’un libre consentement de la personne
pour participer a 1’é¢tude (article 22), consentement qui doit étre éclairé (article 24),
indépendant et obtenu sans contraintes (article 26), et explicitant I’analyse, le stockage et la
réutilisation de matériels d’origine humaine (article 25); enfin la mise a disposition des
résultats au public concerné (article 30). Notons qu’il est également écrit que « Dans la
pratique médicale et la recherche médicale, la plupart des interventions comprennent des
risques et des inconvénients » (article 8) et « Une recherche médicale impliquant des étres
humains ne peut €tre conduite que si I'importance de 1’objectif dépasse les risques et
inconvénients inhérents pour les personnes impliquées dans la recherche» (article 21).

Ainsi, aucune consigne rigide n’est donnée, mais des problématiques sont soulevées,
auxquelles chacun, dans son propre terrain, est amené a réfléchir. Cette souplesse semble étre
le reflet de la forte variabilité des contraintes et des perceptions dans les différentes sociétés
humaines. De plus, comme le signale le dernier article évoqué, certaines valeurs éthiques sont
toujours en conflit avec d’autres, et les décisions a prendre ne sont jamais triviales. C’est donc
a la morale et la responsabilité individuelle que cette déclaration fait appel, en demandant de

hiérarchiser les valeurs entre elles, sans pour autant leur enlever de I’importance.

Au final, les questions majeures qui se sont posées lors de ces missions sont : comment
explique-t-on la problématique de recherche aux individus échantillonnés et a quel niveau de
compréhension prétend-on ? Quel est le niveau de détail d’informations a fournir pour le
consentement écrit ? Quel suivi doit-on assurer aprés la détection de problémes de santé ?
Quelle compensation doit-on proposer ? A qui ? Comment rapporter les résultats obtenus a

posteriori ?
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Notre approche

Les réponses a ces questions dépendent de beaucoup de facteurs, et I’important est bel
et bien de se les poser avant toute mise au point de protocoles de recherche. En tout cas,
concernant notre protocole, I’échantillonnage a été précédé d’une longue phase d’explication
orale du projet aux médecins et infirmiers locaux avec qui nous travaillions, qui nous posaient
de nombreuses questions pour bien comprendre les enjeux de recherche de ce projet. Ces
médecins et infirmiers locaux ont ensuite été chargés d’expliquer 1’étude aux autres individus
pour les recruter. Nous leur avons ainsi laissé la responsabilité du niveau de détail expliqué et
de la maniére d’aborder nos problématiques de recherche. Nous avons ainsi privilégié une
explication orale du projet de recherche aux individus échantillonnés. Ensuite, pour chaque
individu venant participer a notre projet, nous avons fait signer un consentement écrit en lui
expliquant de nouveau plus brievement le projet. Le consentement explicite de plus que les
¢chantillons sanguins seront conservés et potentiellement réutilisés pour d’autres projets de
recherche. Nous avons bien précisé aux individus participant que leurs facteurs de risque du
diabéte de type II ne leur serait pas communiqués sous forme individuelle, mais plutdt sous
forme populationnelle. Concernant la détection de problémes de santé, nous nous sommes
une fois de plus reposés sur les médecins locaux pour définir les démarches a suivre pour
chaque individu. Pour les compensations, nous avons eu la chance d’avoir un protocole de
recherche qui lui-méme constitue une sorte de visite chez le médecin, donc trés prisé par les
populations locales. Chaque individu échantillonné est en effet reparti avec des données sur
ses facteurs de risque a diverses maladies (obésité, hyperglycémie, hypertension). Les
personnes étaient donc naturellement motivées pour participer a notre ¢tude. Nous avons
parfois fourni du matériel aux hopitaux en guise de compensation, selon leurs nécessités, ainsi
qu’un salaire aux médecins et infirmiéres effectuant les enquétes avec nous. Les médecins
ouzbeks et kirghiz avec qui nous avons travaillé ont eu par la suite acces a toutes nos données
saisies ¢lectroniquement, ainsi qu’aux résultats des dosages physiologiques récupérés par la
suite. Nous leur avons laissé la responsabilité de faire remonter ces informations aux
personnes appropriées.

Finalement, bien que je ne sache pas vraiment dans quelle mesure les individus
¢échantillonnés ont réellement compris 1’essence de notre problématique de recherche, je suis
persuadée que leur participation était libre et indépendante, et que leur dignité et vie privée

ont €té respecteées.
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- Annexe 2 : Questionnaires

Questionnaire alimentaire qualitatif « de fréquence » :

Jamais -d’1 fois | 1-3 fois par | 1-2 fois par | 3-5 fois par Presque
par mois mois semaine semaine chaque jour
1 2 3 4 5 6
ALIMENTS ALIMENTS
Riz
Pates Fruits secs
Pain Amandes
Gateaux Noix
Cercales Arachide

Pommes de terre

Tomate / Concombre / Salade

Epinard
Mouton Betterave / Navet / Chou
Chévre Aubergine / Poivrons
Cheval Radis
Lapin Carottes
Beeuf Haricot / Pois
Dinde Oignons
Poulet Ail
Porc
(Eufs Limonades
Poisson Coca / Fanta / Pepsi
Lait frais Bicre
Creéme de lait Vodka
Kéfir / Airan Sucre
Yaourt Sel
Fromage
Fromage blanc
Beurre Cigarette
Autres ? Tabac a chiquer
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Questionnaire alimentaire quantitatif :

A

Nom, prénom, patronyme sexe age
NO
Lieu d’enquéte :

QUESTIONNAIRE ALIMENTAIRE :

Combien de fois par semaine mangez-vous a I’extérieur ?

Faites-vous la cuisine a la maison ? Oui/Non  Si oui, quoi ?

Combien de personnes mangent chaque jour a la maison ? Combien d’adultes ?
d’enfants ?

Combien de fois (par semaine, par mois) allez-vous au marché ?

Combien consommez-vous de litres d’huile par semaine ?

Combien de kg de viande achetez-vous par semaine (beeuf, mouton, poulet...)

Combien de fois mangez-vous du poisson par semaine?

Combien de kg de sucre achetez-vous par semaine ?

Combien de litres de lait et de produits laitiers (katyk, kaimok ou tchakka) achetez-vous par

semaine ?

Combien de litres de lait et de produits laitiers (katyk, kaimok ou tchakka) produisez-vous a

la maison par semaine ?

Combien achetez-vous de farine par semaine ou par mois ?

Combien achetez-vous de riz par semaine ou par mois ?

Combien achetez-vous de pomme de terre par semaine ?

Combien achetez-vous de pates par semaine ?

Combien achetez-vous d’ceufs par semaine ?

Combien achetez-vous de pain par semaine ?

- 195 -




Questionnaire médical et sur 1’activité physique :

ENQUETE MEDICALE :

Avez-vous des problémes de santé :

e Tension : oui/non traitement ?
e Niveau élevé de sucre/diabéte : oui/non traitement ?
e Cholestérol : oui/non traitement ?
e Maladies cardio-vasculaires : oui/non traitement ?
Autres maladies : oui/non traitement ?
Avez-vous été malade depuis 1 mois : oui/non de quoi ? traitement ?
Avez-vous un probléme médical actuellement : oui/non traitement ?

Y a-t-il des maladies chroniques dans votre famille (diabéte, cardio-vasculaire) (enfants,
parents) :

oui/non Qui ? Quelle maladie ?

QUESTIONS SUR LA CONDITION PHYSIQUE :

Quelle est votre profession ?

Votre niveau d’activité physique, votre mode de vie est-il a votre avis :
inactif peu actif actif tres actif

Comment vous rendez-vous a votre travail (a pied, a vélo, en autobus...) ?

Faites-vous du sport ? Lequel ? Combien d’heures par semaine ?
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- Annexe 3 : Martinez-Cruz B.*, Vitalis R.*, Ségurel L., Austerlitz F., Georges M.,
Théry S., Quintana-Murci L., Hegay T., Aldashev A., Nazyrova F. & Heyer E. In
the heartland of Eurasia: the multi-locus genetic landscape of Central Asian

populations. A soumettre a European Journal of Human Genetics
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Abstract

Located in the Eurasian heartland, Central Asia has played a major role in both the early
spread of modern humans out of Africa and the more recent settlement of differentiated
populations. A detailed knowledge of the peopling in this vast region would therefore greatly
improve our understanding of range expansions, colonizations, and recurrent migrations,
including the impact of the expansion of eastern nomadic groups that occurred in Central
Asia. However, despite its presumable importance, little is known about the level and the
distribution of genetic variation in this region. We report here the first multilocus genetic
survey of Central Asian populations. We genotyped 26 Indo-Iranian- and Turkic-speaking
populations, belonging to six different ethnic groups, at 27 autosomal microsatellite loci. We
found high levels of genetic diversity and our results show that genetic differentiation across
populations is mainly shaped by linguistic and ethnic affiliation, rather than by geography.
The analysis of genetic variation clearly puts Central Asia in an intermediate position
between Europe and Middle East, Central-South Asia, and East Asia. Turkic-speaking
populations are more closely related to East Asian populations, while Indo-Iranian speakers
cluster with western Eurasians. Uzbeks are scattered across Turkic- and Indo-Iranian
speaking populations, which may reflect their origins from the union of different tribes. This
mixed ancestry of Central Asian populations combined with the level of genetic
differentiation among the two groups, let us propose the following scenario for the population
history in CA: a long term settled group of what is nowadays Tajik populations and a more
recent arrival of eastern populations comprising the Turkic group. Our results also show that
the expansion of eastern nomadic groups, contrary to what is generally thought, did not result
in the complete replacements of the local populations but rather to a process of “soft

invasion” that includes admixture.



Introduction

The evolutionary history of modern humans has been characterized by range
expansions, colonizations, and recurrent migrations over the last 100,000 years.{Cavalli-
Sforza, 1994 #1} Some regions of the world that have served as natural corridors between
landmasses are of particular importance in the history of human migrations. Central Asia is
probably one of such migration routes.{Cavalli-Sforza, 1994 #1;Nei, 1993 #50;Cavalli-
Sforza, 1994 #1;Nei, 1993 #50}.Located in the Eurasian heartland, it encompasses a vast
territory, limited to the east by the Pamir and Tien-Shan mountains, to the west by the
Caspian Sea, to the north by the Russian taiga and to the south by the Iranian deserts and
Afghan mountains. Despite its presumable importance, though, the precise role of Central
Asia in both the early spread of modern humans out of Africa and the more recent settlement
of differentiated populations{Comas, 1998 #14;Comas, 1998 #14} remains
unclear. {Cordaux, 2004 #17;Karafet, 2001 #23;Wells, 2001 #22;Cordaux, 2004 #17;Karafet,
2001 #23;Wells, 2001 #22}

Central Asia entered the historical records about 1300 BC when Arian tribes invaded
Iran territory from what is nowadays Turkmenistan and established the Persian Empire in the
7" BC. Around the 7™ Century B.C these people, called the Scythians were described in
ancient Chinese texts and in Herodotus’ Histories as having European morphological traits
and speaking Indo-Iranian languages. Further, multiple waves of Turco-Mongol invaders
arrived in Central Asia, although it is difficult to know precisely when these migrations from
the East started. Russian sources {['ymunes JI. H. / JlpeBaue Tiopku /AH CCCP. Un-T
HaponoB Asuu. - M.: Hayka, #74}document that in the Second-First century BC, “Hun”
brought the east-Asian anthropological phenotype to Central Asia. At the same period, the
Chinese established a trade route (the Silk Road), which connected the Mediterranean Basin

and Eastern Asia for more than 16 centuries.

Later on, the Turco-Mongol Empire became the largest empire of all time, from
Mongolia to the Black Sea, following Genghis Khan's invasions in the 13th century A.D. All
these movements of populations resulted in a considerable ethnic diversity in Central Asia,
including Indo-Iranian speakers living as sedentary agriculturalists and Turkic speakers living

as traditionally nomadic herders.



This intricate demographic history has shaped patterns of genetic variability in a
complex manner, yet little is known about the genetic diversity in this region. Most previous
studies, which were based on classical markers{Cavalli-Sforza, 1994 #1;Cavalli-Sforza, 1994
#1}, mitochondrial DNA (mtDNA){Chaix, 2004 #6;Chaix, 2007 #4;Comas, 1998
#14;Comas, 2004 #7;Lalueza-Fox, 2004 #18;Perez-Lezaun, 1999 #13;Chaix, 2004 #6;Chaix,
2007 #4;Comas, 1998 #14;Comas, 2004 #7;Lalueza-Fox, 2004 #18;Perez-Lezaun, 1999 #13},
or the non-recombining portion of the Y-chromosome (NRY){Chaix, 2004 #6;Chaix, 2007
#4;Hammer, 2001 #24;Wells, 2001 #22;Zerjal, 2002 #20;Chaix, 2004 #6;Chaix, 2007
#4;Hammer, 2001 #24;Wells, 2001 #22;Zerjal, 2002 #20}, have shown that genetic diversity
in Central Asia is among the highest in Eurasia.{Comas, 1998 #14;Hammer, 2001 #24;Wells,
2001 #22;Comas, 1998 #14;Hammer, 2001 #24;Wells, 2001 #22} NRY-based studies suggest
that various colonization waves of Eurasia originated in Central Asia®, while mtDNA-based
studies point to an admixed origin of Central Asian populations'® from previously
differentiated Eastern and Western Eurasian populations. Although these uniparentally
inherited markers provide valuable information for understanding the role of Central Asia in
the early colonization of the world, evaluating the impact of more recent population
movements, including the expansion of eastern nomadic groups, require additional, fast-
evolving, molecular markers. Furthermore, each of the NRY and mtDNA is a single non-
recombining genetic locus, which contains several linked genes that may have been shaped
by selection.{Ballard, 2004 #71;Balloux, 2009 #69;Bazin, 2006 #15;Pakendorf, 2005 #72}
Using multiple unlinked markers is therefore required to infer with good accuracy the human

demographic history in this region.

Here we report on the first multilocus autosomal genetic survey of Central Asian
populations. Twenty-six populations belonging to six different ethnic groups were genotyped
at 27 autosomal microsatellite markers. We aimed to characterize the genetic origins of
Central Asian populations, and to investigate the extent to which historical invasions from the

east, have shaped the Central Asian genetic landscape.



Material and methods

DNA samples

We sampled 767 adult males from 26 populations from western Uzbekistan to eastern
Kyrgyzstan (Table 1 and Figure 1). The individuals sampled were representative of the
ethnological diversity in Central Asia: Tajiks, which are Indo-Iranian speakers (a branch of
the Indo-European language family) and Kazakhs, Turkmen, Karakalpaks, Kyrgyz and
Uzbeks, which are Turkic speakers (a branch of the Altaic language family). In two Uzbek
populations from the Bukhara area (LUZa and LUZn), an extensive linguistic survey showed
that individuals were bilingual. Since their home language was Tajik (an Indo-Iranian
language), we further classified these two populations into the Indo-Iranian group for
subsequent analyses. We collected ethnologic data prior to sampling, including the recent
genealogy of the participants. Using this information, we retained only individuals that were
unrelated for at least two generations back in time. All individuals gave informed consent for
participation in this study. Total genomic DNA was isolated from blood samples by a

standard phenol-chloroform extraction.{Maniatis, 1982 #52}

Genotyping

We used 27 microsatellite markers{Segurel, 2008 #61} from the set of 377 markers
used in the worldwide study by Rosenberg et al. {Rosenberg, 2002 #10;Rosenberg, 2002 #10}
The description of markers, PCR and electrophoresis conditions are given in Ségurel et
al.{Segurel, 2008 #61} Apart from the 767 individuals sampled in Central Asia, we further
genotyped 20 individuals from three populations of the HGDP-CEPH Human Genome
Diversity Cell Line Panel{Cann, 2002 #21;Rosenberg, 2002 #10;Zhivotovsky, 2003 #62} at
the 27 microsatellite loci. We then compared the individual genotypes obtained with the
H952 subset of the original HGDP-CEPH Human Genome Diversity Cell Line
Panel. {Rosenberg, 2006 #5} For most loci, we detected systematic shifts in allele calling
from 1 to 8 bp. We then corrected the whole Central Asian dataset for these systematic shifts,
in order to standardize the Central Asian data with the worldwide HGDP-CEPH Human

Genome Diversity Cell Line Panel data.

Data analyses

Genetic diversity



In each population, we calculated the allelic richness (AR){ElIMousadik, 1996 #28}
with the software package FSTAT {Goudet, 1995 #29} and unbiased estimates of expected
heterozygosity (He){Nei, 1978 #32} with GENETIX.{Belkhir, 1996-2004 #53} We tested
heterogeneity in both AR and H. across populations using the Kruskal-Wallis test. Allelic
richness and expected heterozygosity were also estimated for populations pooled into Indo-
Iranian- and Turkic-speaking groups. We tested between-group differences in both AR and H.
using Wilcoxon's signed-rank test. We further estimated AR and H, over the pooled data from
Central Asia, and over the pooled data for Europe, the Middle-East and East Asia from the
HGDP-CEPH Human Genome Diversity Cell Line Panel. We tested heterogeneity in both AR
and H. across the four groups of Eurasian populations using the Kruskal-Wallis test. When
necessary, a posteriori test (Tukey test) is conducted. All statistical analyses were performed

with the software package JMP5.1 (SAS Institute Inc.).{Inc., 2003 #63}

Genetic structure

Population differentiation was calculated overall and between pairs of Central Asian
populations, using Weir and Cockerham’s estimator of the parameter Fsr.{Weir, 1984 #30}
Exact tests of differentiation were performed with FSTAT.{Goudet, 1995 #29;Goudet, 1995
#29} A principal component analysis (PCA) based on pairwise Fgst estimates was performed,
using the software package GenAlex.{Peakall, 2006 #16;Peakall, 2006 #16} The population
structure was also inferred by means of a hierarchical analysis of molecular variance
(AMOVA {Excoffier, 1992 #64}), with populations pooled into ethnic or linguistic groups.
For ethnic grouping, populations were pooled as Tajiks (TJA, TDS, TJT, TJK, TJR, TJN,
TDU, TJE, TJY and TJU), Karakalpaks (KKK and OTU), Kazakhs (KAZ and LKZ), Kyrgyz
(KRA, KRG, KRL, KRB, KRT and KRM), Uzbeks (UZA, UZB, LUZa, LUZn and UZT) and
Turkmen (TUR). For linguistic grouping, populations were pooled as Indo-Iranian speakers
(Tajiks and the two Uzbek populations LUZa and LUZn) and Turkic speakers (all other
populations). These analyses were performed with ARLEQUIN 3.11.{Excoffier, 2005
#54;Excoffier, 2005 #54} Isolation by distance (IBD) was examined by testing the correlation
between pairwise multilocus estimates of Fsr / (1 - Fsr) against the natural logarithm of the
geographical distances between them.{Rousset, 1997 #27} We used the Mantel permutation
procedure {Mantel, 1967 #55}, as implemented in GENEPOP 4.0{Rousset, 2008 #65}, to test

the null hypothesis that the regression slope is zero.



Clustering analyses

We performed a series of clustering analyses with the software package
STRUCTURE{Pritchard, 2000 #25;Pritchard, 2000 #25} on (i) the Central Asian populations
only, and (ii) the Central Asian populations and all the Eurasian populations from the HGDP-
CEPH Human Genome Diversity Cell Line Panel. All analyses were performed with the
corrected H952 dataset. {Rosenberg, 2006 #5;Rosenberg, 2006 #3} STRUCTURE performs a
Bayesian analysis, assigning individuals to clusters, within which both Hardy-Weinberg
disequilibrium and linkage disequilibrium across loci are minimized. Each Markov chain was
run for 10° steps, after a 10°-step burn-in period. In each case, the results were checked to
ensure consistency over ten independent runs. As this analysis requires a hypothetical number
K of clusters to be selected from the outset, we varied the number (K) of a priori groups from
1 to 5 for analyses of Central Asian populations only, and from 1 to 5 if all Eurasian
populations were included. All chains were run using the F model for correlations of allele
frequencies across clusters{Falush, 2003 #42;Falush, 2003 #42}, accounting for potential
admixture events in the past. We performed 10 runs for every K assayed as for the analyses of

Central Asia alone and for the analyses of the Eurasian populations.

Admixture analysis

Admixture analyses can be used to estimate the relative contribution of putative
parental populations to an admixed population. The Central Asian genetic pool may be more
than just the result of admixture from Eurasian populations, but we were nonetheless
interested in investigating the potential origins of Central Asian populations among all
Eurasian populations. We used the software package LEADMIX{Wang, 2003 #43;Wang,
2003 #43} to calculate maximum likelihood estimates (MLE) of the admixture proportions
for each Central Asian population. We ran the program independently for each of them,
considering four putative parental groups from populations from the HGDP-CEPH Human
Genome Diversity Cell Line Panel: Central South Asia, East Asia, Europe and Middle East.
For the Central South Asian group, we chose a pool of Balochi (n = 25) and Brahui (n = 25)
individuals, both populations being non-significantly differentiated (Fsr = 0.001; exact test p
= 0.097). We chose the Han Chinese (n = 44) to be representative of East Asia. We further
considered a pool of French (n = 28) and Russian (n = 25) individuals as representative of

Europe, both populations being non-significantly differentiated (Fsr = 0.007; p = 0.081).



Last, the Palestinians (n = 46) were considered as representative of the Middle East.{Belle,

2006 #66}



Results

Genetic diversity

Allelic richness and expected heterozygosity for each of the 26 Central Asian
populations and for the average values across regions are given in Table 2. We found a
significant difference in allelic richness (Kruskal-Wallis test, ¥* = 67.38, d.f. = 25, p <
0.0001) and in expected heterozygosity (Kruskal-Wallis test, x> = 99.87, d.f. = 25, p <
0.0001) across populations. We found no significant difference in allelic richness between
Indo-Iranian (AR = 13.8) and Turkic speakers (AR = 13.8, Wilcoxon signed rank test, Z = -
0.67, p = 0.50), although the expected heterozygosity significantly differed between the two
groups (He = 0.816 and H. = 0.789, respectively, Wilcoxon signed rank test, Z = -4.61, p <
0.0001). However, we found a significant difference in allelic richness across Central Asia,
Europe, Central-South Asia, Middle East and East Asia (Kruskal-Wallis test, x2 =51.06, d.f. =
4,p <0.0001), as well as in expected heterozygosity (Kruskal-Wallis test, y* = 56.57, d.f. = 4,
p <0.0001). These differences were due to a lower diversity in East Asia (Tukey HDS test, p
< 0.0001 for both AR and H.).At this point, Central Asia shows neither higher nor lower

diversity than the rest of Eurasia (except for the case of East Asia).

Population differentiation

The 26 Central Asian populations were slightly but significantly differentiated (Fsr =
0.014, Clyge, = [0.011-0.017], p < 0.01). Pairwise Fgt estimates ranged from -0.004 to 0.053,
with 196 out of 325 pairs of populations (i.e., 60.3%) being significantly differentiated (see
Table 3). We found no evidence of IBD (Mantel test, p = 0.25), and no obvious relationship
between genetic differentiation and geography. The apportionment of genetic variation
among linguistic or ethnic groups of populations (Table 4) showed that more than 98% of the
total variation laid within populations (p < 0.0001). Yet, both ethnicity and linguistic
affiliation accounted significantly for the observed variation (Fcr= 0.005, p = 0.0023 and Fcr
=0.008, p <0.0001, respectively).

The principal component analysis (PCA) based on pairwise Fst estimates between
Central Asian populations separated Turkic- and Indo-Iranian-speaking populations on the
first axis (Figure 2a). The first two axes explained 68.8 % of the total variance. There were
some exceptions, though: two Turkic-speaking populations, KRM and TUR, were clearly

clustered with Indo-Iranian-speaking populations, and the Indo-Iranian-speaking population



TIK was found to be closer to Turkic-speaking than to other Indo-Iranian-speaking
populations. Interestingly, the Uzbek populations (LUZa, LUZn, UZA and UZT) showed a
scattered pattern on the PCA, which overlapped the Turkic-speaking and the Indo-Iranian-
speaking groups of populations. The PCA based on pairwise Fgst estimates between all
Eurasian populations placed Central Asian populations in an intermediate position between a
cluster of European and Middle Eastern populations, a group of Central-South Asian
populations, and a group of East Asian populations (Figure 2b). The first two axes explained
84.2 % of the total variance. Turkic- and Indo-Iranian-speaking populations were also
separated on the first axis, with Turkic-speaking populations being closer to East Asian
populations, and Indo-Iranian-speaking populations being closer to Central-South Asian
populations and the group of European and Middle Eastern populationd. It is noteworthy that
Central Asian populations were more scattered than any other group of populations in Eurasia
(Figure 2b). Interestingly, the Hazaras from Pakistan, who claim to be direct male-line
descendants of Genghis Khan{Qamar, 2002 #44;Zerjal, 2003 #19;Qamar, 2002 #44;Zerjal,
2003 #19}, clustered together with the Turkic-speaking populations of Central Asia. Note that
we excluded the highly differentiated Kalash population from the analysis, since it explained

almost all the variance on the second axis.

Cluster analysis

We found no evidence of population clustering in Central Asia with STRUCTURE
(not shown), which is consistent with the low, although significant, differentiation observed
(see Table 3) and the limited number of markers used. Indeed, none of the 50 STRUCTURE
runs assuming more than one putative group (with K varying from 2 to 6) produced higher
posterior probability of the data than the 10 runs with a single putative group (K = 1).
Analyzing Eurasian populations altogether, we found that the highest average posterior
probability of the data, across 10 runs, was obtained for K = 2 putative clusters. Central Asia
seemed to be intermediate between one cluster made of European, Middle Eastern and
Central-South Asian populations on the one hand, and one cluster of East Asian populations
on the other hand (Figure 3), which is consistent with the PCA (Figure 2b). All individuals
from Central Asia belonged to these two main clusters for K = 2, with no individuals assigned
completely to a single cluster, with Turkic-speaking individuals having a higher membership
coefficient in the East Asian cluster, and Indo-Iranian-speaking individuals having a higher

membership coefficient in the cluster made of Europe, Middle East and Central-South Asia.
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Whether this mixed ancestry of Central Asian populations is due to recent admixture or to
shared ancestry with easternmost and westernmost regions of Eurasia can hardly been
deciphered, though{Li, 2008 #67}. Increasing the number of putative clusters to K = 3
separated the Kalash population as a distinct cluster, while further increasing K did not

challenge the clustering observed at K = 3, but rather introduced some noise.

Admixture analysis

The MLE of admixture proportions obtained with LEADMIX for each Central Asian
population assuming four putative parental populations (Central-South Asia, East-Asia,
Europe and Middle-East) are given in Figure 1 and Table 5. Most Turkic-speaking
populations had a large East Asian ancestral contribution, which represented, in general, 50%
or more of the total contribution. There were three notable exceptions, though, with KRM,
TUR and UZA showing evenly distributed admixture proportions across the putative parental
populations. Indo-Iranian-speaking populations had a large western Eurasian contribution
(Central-South Asia, Europe and Middle-East), which represented more than 70% of the total
contribution (with the notable exception of TJK). The Uzbek populations LUZa and LUZn
showed the same pattern, with a low ancestral contribution from East Asian populations
(similar in magnitude to most of the Indo-Iranian-speaking populations), which gives further

support to their classification as Indo-Iranians.

It is noteworthy that, in general, many geographically close populations showed
contrasted admixture proportions (see, e.g., UZT and TJU), which supports the absence of a
simple relationship between genetics and geography. The observed differences in the
ancestral contributions between Indo-Iranian- and Turkic-speakers (Table 5) further support
the idea that language, like ethnicity, is a major determinant of population differentiation in

Central Asia.



Discussion

We studied 26 populations representative of the ethnological and linguistic diversity
of Central Asia. We characterized the level and distribution of genetic diversity across these
populations, using a set of 27 autosomal microsatellite loci. We also combined our data with a
subset of the HGDP-CEPH Human Genome Diversity Cell Line Panel, in order to compare
the genetic diversity in Central Asia with that observed in Eurasia, and to infer the genetic
structure of Central Asian populations within Eurasia. This study undoubtedly fills a gap, as
this is the first time that Central Asia has been incorporated into a large autosomal

survey.{Rosenberg, 2002 #10;Li, 2008 #67}

Central Asia in the heartland of Eurasia:

We found a high level of genetic diversity in Central Asia, which is consistent with
the data available for various genetic systems.{Comas, 1998 #14;Zerjal, 2002 #20;Comas,
1998 #14;Zerjal, 2002 #20} Population differentiation among Central Asian populations was
similar, or even stronger, than that measured among populations from other regions in Eurasia
(not shown). This pattern is apparent in the PCA (Figure 2b), where Central Asian
populations are more scattered than each of the Central South Asian, East Asian, European
and Middle-Eastern groups, which suggests a higher diversification in Central Asia. This
observed diversity was mainly due to the differentiation between Indo-Iranian-speaking and
Turkic-speaking populations: Indo-Iranian-speaking populations are genetically closer to
Western Eurasian populations, whereas Turkic-speaking populations are more similar to
Eastern Asian populations (Figure 2b). This pattern was also observed with clustering
analysis performed with the software package STRUCTURE on all Eurasian populations
(Figure 3). We also found significant pairwise Fgsr estimates between almost all pairwise
comparisons between an Indo-Iranian-speaking population (Table 3) and a Turkic-speaking
population, which indicates a significant differentiation between Indo-Iranian speakers and

Turkic speakers.

Although several studies have shown that geography is, in general, a better
determinant of genetic differentiation than ethnicity and linguistics,{Bosch, 2006
#33;Manica, 2005 #34;Bosch, 2006 #33;Manica, 2005 #34} we found no obvious

geographical pattern of genetic diversity in Central Asia. This absence of correlation between



geography and genetics in Central Asia, which makes it an exception amongst other regions
in the world, might be explained by several non-mutually exclusive factors: first, the arrival
of the Turkic-speaking populations in the region may be recent, and thus the genetic signature
of isolation by distance did not have time to build up. Second, the nomadism of the Turkic-
speaking populations may frequently reshuffle any correlation between genetics and
geography. In particular, the compulsory sedentarisation of Turkic-speakers during the Soviet
era may have canceled any geographic pattern of genetic variation. Last, mate choice may not
depend much on geography. Even more striking is the fact that no geographic pattern of

genetic variation was found among sedentary Indo-Iranian speakers either.

Putative origins of Indo-Iranian- and Turkic-speaking populations

We found significant pairwise Fsr estimates between almost all pairs of Indo-Iranian-
speaking populations (Table 3). Furthermore, admixture analyses suggested diverse putative
origins for the Indo-Iranian-speaking populations (Table 5), most of which being very close
to the Central South Asian group of populations in the PCA (Figure 2b). This high level of
diversity among Tajik populations and the variable level of admixture from the paternal
populations are consistent with the hypothesis that Indo-Iranian speakers are the long term
settled populations in the area. This hypothesis is strongly supported by archaeological
evidence. {Brunet, 1999 #56;Brunet, 1999 #56}

Conversely we found a lower genetic differentiation among Turkic-speaking
populations despite their wide geographic distribution (Figure 1), which suggests a more
recent common origin of these populations, as compared to Indo-Iranian-speaking
populations. The results from admixture and cluster analyses further show that Turkic-
speaking populations are closely related to Eastern Asian populations. This is consistent with
a recent DNA study of prehistoric skeletal remains from the Bronze and Iron Ages in
Kazakhstan, {Lalueza-Fox, 2004 #18} which dated the presence of individuals with eastern
genetic characteristics around the 7th century B.C. The authors argued that the distribution of
mtDNA haplogroups in their temporal sample could correspond to westward migrations of

Asian nomads, presumably from Siberia and Mongolia. {Lalueza-Fox, 2004 #18}

The westernized view of the eastern invasions usually underlies the extreme violence

of the hordes coming from the East. For example one of the most famous Hun who has later



invaded Europe, Attila the Hun (A.D. 406-453) is described as making it his boast that the
grass never grew again where his horse's hoofs had trod. Later, during the expansion of the
Mongolian empire led by Genghis Khan, our western history school books tell us that people
that did not submit to the Khan were killed.

However, our results suggest an alternative scenario: a long term settled group of what
are nowadays Tajik populations received an arrival of eastern populations (the Turco-
Mongol) that did not lead to the replacement of the local settled populations but rather to
admixture. Admixture analyses show that, although a large proportion of the gene pool is
shared with East Asians, all Turkic-speaking populations in central Asia are also clearly
admixed with other populations; conversely the gene pool of the Tajik populations show low
but significant level of admixture of eastern origin. Even if western historical records suggest
that the local populations were destroyed by these eastern invasions, our genetic data points to

a softer model of invasion.

We found that the Uzbek populations were scattered across Turkic- and Indo-Iranian
speaking populations (Figure 2). Some Uzbek populations (LUZa, LUZn, UZA) were closer
to Tajik populations, while other populations (UZB, UZT) clearly clustered with Turkic-
speaking populations. This is consistent with the fact that “Uzbeks” include the 17th century
Uzbeks, which were nomadic herders before they sedentarized around the 16th
Century,{Chaix, 2007 #4} and former Chagatai Turk groups who were already settled in
Uzbekistan. {Soucek, 2000 #68} Uzbeks therefore result from the union of different tribes,
some of recent origin clustering with Turkic-speaking populations, and some tracing back to

Chagatai Turks who were strongly admixed with Iranian dwellers of Central Asia.

The genetic legacy of the Mongols

We found that the Central Asian populations share little or no ancestry with the
Mongols (Figure 2b), which suggests that the Mongol invasions led by Genghis Khan left no
major genetic imprint in Central Asia. Our results therefore challenge the conclusions of a Y-
chromosome survey that reported evidence of a genetic signature of Mongol invasions in
several populations of the region.{Zerjal, 2003 #19} However, more recent analyses of Y-
chromosome haplogroups across nine populations, which included four Mongolian ethnic

groups, also concluded to the absence of strong genetic affinities between Mongolian and



Central Asian populations. The only exception to this pattern concerned the Khoton
Mongolians {Katoh, 2005 #37} who presumably descended from a nomadic tribe of Turkish
origin, which migrated into Mongolia from Central Asia in the 17th century.{Katoh, 2005
#36}

Our study also contradicts the claim that these invasions resulted in founder
effects. {Zerjal, 2002 #20;Zerjal, 2002 #20} The high level of autosomal diversity observed in
all Turkic-speaking populations (Table 2) contrasts indeed with the low level of Y-
chromosome diversity found in some populations of the region.{Chaix, 2007 #4;Zerjal, 2002
#20;Chaix, 2007 #4;Zerjal, 2002 #20} Because population bottlenecks would affect all
genetic systems similarly, this suggests that the social organization of pastoral populations,
which are based on patrilineal descent groups{Chaix, 2007 #4;Chaix, 2007 #4}, is more

likely to account for the observed reduction of Y-chromosome diversity.

Evidence for linguistic replacements

We found two cases of linguistic replacements in Central Asia. Two Turkic-speaking
populations, TUR (Turkmen) and KRM (Kyrgyz), were found to cluster together with Indo-
Iranian-speaking populations (Figure 2b). The genetic similarity between Turkmen and Tajiks
(see also Table 5) is consistent with the hypothesis that Turkmen, together with Tajiks, may
be the present-day descendants of populations established over long periods of time. The
indigenous cultural history of the Turkmen in Turkmenistan can indeed be dated back to
10,000 years B.C. and similarities between the cultures and technologies found in the
archaeological record suggest that this region has been continually occupied since 6,000 B.C.
A recent linguistic replacement in the TUR population would then explain the observed
pattern of a Turkic-speaking population clustering with Indo-Iranian speakers. The Kyrgyz
population KRM provides another example of linguistic shift: the Turkic-speaking KRM
indeed clusters with the Indo-Iranian speakers (Figure 2 and Table 5). Moreover, despite their
geographic proximity, KRM is clearly differentiated from the other Kyrgyz populations. For
both TUR and KRM, invasions from eastern Eurasia may have been followed by the
replacement of a native Indo-Iranian language with a Turkic language, with relatively little

genetic admixture. This may have happened through an elite dominance-language shift, as it



was invoked for other nomad migrations. {Quintana-Murci, 2001 #45;Quintana-Murci, 2001

#45)

A Central Asian origin of the Hazaras?

Our study sheds light on the debated origin of the Hazaras from Pakistan. The
Hazaras, who claim to be the direct male-line descendants of Genghis Khan, are assumed to
have Mongolian ancestry.{Qamar, 2002 #44;Qamar, 2002 #44} A Y-chromosome genetic
survey provided indirect support to these claims.{Zerjal, 2003 #19;Zerjal, 2003 #19}
Furthermore, the high frequency of Eastern Eurasian mtDNA lineages found in the Hazaras,
but not in the neighboring populations, also suggest that women of East Asian ancestry
accompanied the male descendants of Genghis Khan, or other Mongols.{Quintana-Murci,
2004 #40;Quintana-Murci, 2004 #40} The strong pairwise differentiation of Y-linked
markers between the Hazaras and other populations from Pakistan has been interpreted as the
consequence of drift occurring in a small and isolated population. {Qamar, 2002 #44;Qamar,
2002 #44} Our results show that the history of the Hazaras might be more parsimoniously
explained by a Central Asian origin of this population, which clearly clusters with the Turkic-
speakers of Central Asia that share a high proportion of polymorphisms with East Asians

coupled with the consequence of strong drift.

Conclusion

This study shows that Central Asia is genetically differentiated into two main groups
of populations: on the one hand, Indo-Iranian-speaking populations, which include Tajiks and
two Uzbek populations, are genetically closer to populations from Western Eurasia; on the
other hand, Turkic-speaking populations, which include Karakalpaks, Kazakhs, Kyrgyz, and
other Uzbek populations, are closer to Eastern Asian populations (with the exception of the
Turkmen and one Kyrgyz population). This mixed ancestry of Central Asian populations
combined with the level of genetic differentiation among the two groups, let us propose the
following scenario for the population history in CA: a long term settled group of what is
nowadays Tajik populations and a more recent arrival of eastern populations comprising the
Turkic group. Further analyses based, e.g., on measures of linkage disequilibrium (see Xu et

al.’s{Xu, 2009 #70} study on Uyghurs) are required to test this scenario. Our results also



show that the expansion of eastern nomadic groups, contrary to what is generally thought, did
not result in the complete replacements of the local populations but rather to a process of

“soft invasion” that includes admixture.
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Table 1 Description of the 26 Central Asian studied populations

Sampled populations (area) Acronym Location Language family Long. Lat. n
Tajiks (Samarkand) TIA Uzbekistan / Tajikistan border Western Iranian ~ 39.54 66.89 31
Tajiks (Samarkand) TJU Uzbekistan / Tajikistan border Western Iranian ~ 39.50 67.27 29
Tajiks (Ferghana) TJIR Tajikistan / Kyrgyzstan border Western Iranian ~ 40.36  71.28 29
Tajiks (Ferghana) TIK Tajikistan / Kyrgyzstan border Western Iranian ~ 40.25 71.87 26
Tajiks (Gharm) TJE Northern Tajikistan Western Iranian ~ 39.12 70.67 25
Tajiks (Gharm) TIN Northern Tajikistan Western Iranian ~ 38.09 68.81 24
Tajiks (Gharm) TJT Northern Tajikistan Western Iranian ~ 39.11 70.86 25
Tajiks (Penjikent) TDS Uzbekistan / Tajikistan border Western Iranian ~ 39.28 67.81 25
Tajiks (Penjikent) TDU Uzbekistan / Tajikistan border Western Iranian ~ 39.44 68.26 25
Tajiks (Yagnobs from Dushanbe) TIY Western Tajikistan Eastern Iranian 38.57 68.78 25
Uzbeks (Ferghana) UZA Uzbekistan / Kyrgyzstan border Turkic 40.77 7231 25
Uzbeks (Penjikent) UzZT Northern Tajikistan Turkic 39.49 6754 25
Uzbeks (Bukhara) LUZn  Central Uzbekistan Bilinguism 39.70 64.38 20
Uzbeks (Bukhara) LUZa Central Uzbekistan Bilinguism 39.73 64.27 20
Uzbeks (Karakalpakia) UZB Western Uzbekistan Turkic 43.04 58.84 35
Karakalpaks (Qongrat from Karakalpakia) KKK Western Uzbekistan Turkic 43.77 59.02 45
Karakalpaks (On Tort Uruw from Karakalpakia) OTU Western Uzbekistan Turkic 4294 59.78 45
Kazaks (Karakalpakia) KAZ Western Uzbekistan Turkic 43.04 58.84 49
Kazaks (Bukhara) LKZ Central Uzbekistan Turkic 40.08 63.56 25



Kyrgyz (Andijan)
Kyrgyz (Narin)

Kyrgyz (Narin)

Kyrgyz (Narin)

Kyrgyz (Narin)

Kyrgyz (Issyk Kul)
Turkmen (Karakalpakia)

KRA
KRG
KRM
KRL
KRB
KRT
TUR

Uzbekistan / Kyrgyzstan border
Eastern Kyrgyzstan
Eastern Kyrgyzstan
Eastern Kyrgyzstan
Eastern Kyrgyzstan
Eastern Kyrgyzstan
Western Uzbekistan

Turkic
Turkic
Turkic
Turkic
Turkic
Turkic
Turkic

40.77
41.60
41.45
41.36
41.25
42.16
41.55

72.31
75.80
76.22
75.50
76.00
77.57
60.63

45
18
21
22
24
37
47

Long., longitude; Lat., latitude. n, sample size.
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Table 2 Genetic diversity in the studied populations and in Eurasia

World Area Population AR He
KAZ 7.8 0.784
KKK 7.7 0.782
KRA 7.4 0.762
KRB 7.1 0.757
KRG 7.6 0.779
KRL 7.6 0.778
KRM 7.9 0.814
KRT 7.4 0.761
LKZ 7.5 0.778
LUZa 7.9 0.817
LUZn 8.2 0.821
OTU 7.6 0.784
CENTRAL ASIA TDS 7.2 0.784
TDU 7.4 0.805
TIA 7.5 0.806
TIE 7.8 0.814
TIK 8.0 0.803
TIN 7.7 0.811
TIR 7.9 0.812
TIT 7.8 0.812
TIJU 7.7 0.811
TIY 7.1 0.799
TUR 7.7 0.812
UZA 8.1 0.817
UZB 7.6 0.774
uzT 7.5 0.795
CENTRAL ASIA 3.0 0.795
CENTRAL SOUTH ASIA 3.0 0.819
EAST ASIA 2.7 0.706
EUROPE 3.1 0.775
MIDDLE EAST 3.2 0.826

AR, allelic richness; He, expected heterozygosity.



3

5
6
7

Table 3 Differentiation among the 26 Central Asian populations studied

KAZ KKK KRA KRB KRG KRL KRM KRT LKZ LUZa LUZn OTU TDS TDU TIA TE TK TN TR TT TIU TIY TUR UZA UZB UZT
KAZ ok sk kok * Ns NS sk kok *k NS ko sk skok * sk kok ok sk skok ok sk kok ok sk sk ok ok sk kok ok kkok ok * skdok
KKK 0’0052 ok 3k ok NS kkok kdeok NS ok sk kok NS kskk ok kK skok kskk kok sk kok ok sk kok ok sk kok * * ok
KRA 0,0045 050068 * sk kok 3k kkok ok *k ok sk kok ok sk kok ok sk kok ok Ns ok sk kok ok kkok ok kkok ok sk kok ok
KRB 0’0025 0’0038 0’0020 Hk NS doskok sk NS dsdeok koskok 3k kookok dksdeok koskok dkskok koskok sk kookok sk kskok dskok kokok dskok * dskok
KRG 0,0035 0,0100 0,0107 0’0078 NS kkk sdeskok * sdskok ksk ok dskok ksk ok sskok kskk dskok kk ok dskok kskok sskok kskk sskok koskk *k kskk dskok
KRL 0,0000 0,0037 0,0035 0,0011 0,0000 sk NS NS sk sk NS sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk NS NS NS
KRM 0,0198 0,0153 0,0203 0,0236 0,0181 0,0181 sk sk sk *ok sk sk sk sk sk NS sk sk ok sk sk sk * sk sk
KRT 00071 00060 00052 00034 00080 00000 00210 NS o RRx x wEE Rk wRk RRr kR ERE kR RRk Rk ke RRE ek & -,
LKZ  0,0010 0,0004 0,0036 0,0021 0,0037 0,0000 0,0119 0,0000 L N e T L TS NS ok
LUZa 00172 00118 00218 00198 00221 00125 0,0119 00207 0,0069 NS ke * ok ok NS Rk ek x NS ok
LUZn 0,240 00125 0,277 00288 00278 00181 00103 00215 00124 0,0000 ek ok ok ok I R\ ok
OTU  0,0032 0,0015 0,0059 0,0067 0,0071 0,0010 0,0084 0,0034 0,0000 0,0105 0,0146 T L\ NS ok
TDS  0,0254 00181 0,0291 0,0252 0,0285 0,0222 0,0174 0,0298 0,0191 0,0145 0,0132 0,0201 T T R M ok
TDU  0,0225 0,0207 0,0305 0,0294 0,0253 0,0181 0,0175 0,0292 0,0163 0,0047 0,0063 0,0168 0,0212 T T o ok
TIA  0,0187 00154 00256 00244 00245 00172 00103 0,275 00111 00019 00111 00121 00185 00113 oA A o T e
TIE 0,021 0,0197 00311 0,295 0,0265 0,0222 0,0097 0,0285 0,0163 0,0075 0,0098 0,0159 0,0177 0,0159 0,0077 w65 NS wx * REE ARk *x ok
TIK  0,0065 0,0076 0,0030 0,0123 0,0117 0,0046 0,0053 0,0096 0,0040 0,0081 0,0138 0,0045 0,0184 0,0165 0,009 0,0134 ok * KRR R RRE R R ks
TIN  0,0223 00151 00263 00253 00272 00211 0,0094 0,253 0,0131 0,0040 0,0071 0,0133 0,0120 0,0121 0,0019 0,0024 0,0108 s NS L\ ok ook
TIR 00174 00135 00206 00222 00177 0,158 0,0087 0,0197 0,0101 0,0073 0,0063 0,0105 0,0160 0,0119 0,0126 0,0087 0,0075 0,0074 T R ] d ok
TIT  0,0277 00197 0,0323 0,0295 00301 0,0280 00124 00320 00195 0,0048 0,0070 0,0189 0,015 0,0170 0,0066 00112 0,0174 0,0023 0,0107 Kk ok ok
TIU  0,0167 00130 00233 00246 00202 00161 00104 00230 00111 00078 00107 00103 00191 00106 00079 0,0080 0,0073 0,0073 0,0102 0,0134 ARk ok
TIY  0,0425 00329 0,0483 0,531 0,0479 00423 00216 00514 00329 00184 00152 00345 00292 00216 00198 00218 0,0293 00168 0,231 0,201 0,0223 wax wEs a ok
TUR  0,0158 00119 0,0204 00214 00209 00125 00121 00192 00102 0,0008 00069 00119 00170 0,0075 0,009 00111 0,093 0,0071 00107 0,0104 0,0063 0,0235 * o
UZA 00118 00074 00196 00166 0,093 0,042 00068 00148 0,014 0,000 0,072 0,0038 0,0090 0,0068 0,0050 0,0074 0,0090 0,0035 0,0047 0,0100 0,0052 0,217 0,0037 NS ok
UZB  0,0025 0,0033 0,0048 0,017 0,0080 0,018 00146 0,036 0,000 00141 00176 00012 00211 00170 00171 00216 0,047 00183 00130 00237 00139 0,347 00110 0,0076 ok
UZT  0,0073 0,0088 0,0107 0,0087 0,0093 0,0045 00146 0,0102 0,0042 0,0094 00116 0,0050 0,0152 0,0163 00176 0,0195 0,0062 0,0156 00112 0,0187 0,0135 0,0332 0,0143 0,0079 0,0051

Below the diagonal, pairwise Fsr estimates; above the diagonal, exact test of differentiation.
*p <0.01, **p <0.001, ***p <0.0001, NS: non-significant



8 Table 4 AMOVA of the 26 Central Asian studied populations

Percentage of

Grouping Source of variation o Fsr Fsc Fer
variation

Linguistic affiliation =~ Among groups 0.82 0.008***
Among populations within groups 0.89 0.009%**
Within populations 98.3 0.017%***

Ethnicity Among groups 0.51 0.005*
Among populations within groups 1.0 0.01
Within populations 98.51 0.015

9 #p<0.01, **p<0.001, ***p < 0.0001.
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10  Table 5 Maximum-likelihood estimates of admixture proportions in the 26 Central Asian

11 populations

Putative parental group

Central South

Population Ethnic group Europe Middle East Asia East Asia
KAZ Kazakh 0.100 0.151 0.251 0.499
LKZ Kazakh 0.250 0.004 0.250 0.496
KKK Karakalpak 0.126 0.126 0.251 0.497
ouT Karakalpak 0.250 0.127 0.128 0.495
KRA Kyrgyz 0.197 0.053 0.250 0.499
KRB Kyrgyz 0.125 0.125 0.125 0.625
KRG Kyrgyz 0.006 0.249 0.253 0.492
KRL Kyrgyz 0.074 0.250 0.176 0.500
KRM Kyrgyz 0.235 0.200 0.263 0.302
KRT Kyrgyz 0.250 0.056 0.194 0.500
TUR Turkmen 0.255 0.249 0.251 0.245
UZA Uzbek 0.253 0.183 0.257 0.307
UzZB Uzbek 0.124 0.127 0.251 0.498
uzT Uzbek 0.126 0.126 0.253 0.496
LUZa Uzbek 0.298 0.286 0.250 0.166
LUZn Uzbek 0.230 0.274 0.308 0.188
TDS Tajik 0.375 0.126 0.250 0.249
TDU Tajik 0.306 0.195 0.251 0.248
TJA Tajik 0.361 0.249 0.255 0.134
TJE Tajik 0.252 0.323 0.257 0.168
TIK Tajik 0.293 0.132 0.133 0.442
TIN Tajik 0.493 0.138 0.250 0.119
TIR Tajik 0.250 0.308 0.163 0.279
TJT Tajik 0.336 0.229 0.294 0.141
TJU Tajik 0.294 0.371 0.153 0.182
TIY Tajik 0.298 0.284 0.293 0.125

12
13 Shaded cells correspond to Turkic-speaking populations, and non-shaded cells to Indo-

14 European-speakers.



Figure legends

Figure 1 Geographic location of the 26 Central Asian populations sampled. Linguistic
affiliation, as well as admixture proportions from putative parental origins (Central South

Asia, East Asia, Europe and Middle East) are also indicated. See Table 1 for acronyms.

Figure 2 Principal Component Analysis (PCA) based on pairwise Fgr estimates between
populations in Central Asia (a). Colors indicate language affiliation; dark green: Indo-Iranian
speakers; light green, Turkic speakers. PCA based on pairwise Fgsr estimates between
Eurasian populations (excluding the Kalash population, see text) (b). Colors represent major
geographic regions; magenta: Europe; purple: Middle East; blue: Central-South Asia; dark
green: Central Asian, Indo-Iranian speakers; light green: Central Asia, Turkic speakers;

orange: East Asia.

Figure 3 Population structure inferred from microsatellite data using the software package
STRUCTURE. Each individual is represented by a vertical line, divided into up to K colored
segments, each of which represents the individual’s estimated membership fraction to that
cluster. The data consist in 767 individuals from 26 Central Asian populations genotyped at
27 microsatellite loci, plus 755 individuals from 38 Eurasian populations from the HGDP-
CEPH Human Genome Diversity Cell Line Panel. K represents the number of putative

clusters. See Table 1 for acronyms.
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- Annexe 4: Ségurel L., Martinez-Cruz B., Quintana-Murci L., Balaresque P.,
Georges M., Hegay T., Aldashev A., Nazyrova F., Jobling M.A., Heyer E. & Vitalis
R. Sex-specific genetic structure and social organization in Central Asia: insights
from a multi-locus study. PLoS Genet 2008 Sep 26; 4(9):e 1000200.
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Abstract

In the last two decades, mitochondrial DNA (mtDNA) and the non-recombining portion of the Y chromosome (NRY) have
been extensively used in order to measure the maternally and paternally inherited genetic structure of human populations,
and to infer sex-specific demography and history. Most studies converge towards the notion that among populations,
women are genetically less structured than men. This has been mainly explained by a higher migration rate of women, due
to patrilocality, a tendency for men to stay in their birthplace while women move to their husband’s house. Yet, since
population differentiation depends upon the product of the effective number of individuals within each deme and the
migration rate among demes, differences in male and female effective numbers and sex-biased dispersal have confounding
effects on the comparison of genetic structure as measured by uniparentally inherited markers. In this study, we develop a
new multi-locus approach to analyze jointly autosomal and X-linked markers in order to aid the understanding of sex-
specific contributions to population differentiation. We show that in patrilineal herder groups of Central Asia, in contrast to
bilineal agriculturalists, the effective number of women is higher than that of men. We interpret this result, which could not
be obtained by the analysis of mtDNA and NRY alone, as the consequence of the social organization of patrilineal
populations, in which genetically related men (but not women) tend to cluster together. This study suggests that
differences in sex-specific migration rates may not be the only cause of contrasting male and female differentiation in
humans, and that differences in effective numbers do matter.
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stronger among men than among women, while the reverse is
observed in matrilocal populations. It is also noteworthy that the
absolute difference between male and female genetic structure is
more pronounced in patrilocal than in matrilocal populations [16].

Introduction

Understanding the extent to which sex-specific processes shape
human genetic diversity has long been a matter of great interest for

human population geneticists [1,2]. To date, as detailed in Table 1,
the focus has mainly been on the analysis of uniparentally
inherited markers: mitochondrial DNA (mtDNA) and the non-
recombining portion of the Y chromosome (NRY). A large
number of studies have found that the level of differentiation was
greater for the Y chromosome than for mtDNA, both at a global
[3] and a local scale [4—11], for a review see [12]. This result has
mainly been explained by patrilocality, a widespread tendency for
men to stay in their birthplace while women move to their
husband’s house [13] (see Table 1 for more detailed interpreta-
tions). This hypothesis of a higher migration rate of women has
been especially strengthened by the comparison of patrilocal and
matrilocal populations at a local scale [14-17]. These studies have
shown that in patrilocal populations, genetic differentiation is

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

Interestingly, while social practices seem to consistently influence
the sex-specific demography at a local scale, the robustness of a
sex-specific genetic structure at a global scale is still a challenging
issue (see Table 1). A recent analysis of mtDNA and NRY
variation at a global scale, which used the same panel of
populations for both categories of markers (an omission that was
criticized in Seielstad et al.’s [3] study [18]) showed no difference
between the male and female genetic structure [19]. Consistent
with this result, an analysis of the autosomal and X-linked
microsatellite markers in the HGDP-CEPH Human Genome
Diversity Cell Line Panel showed no major differences between
the demographic history of men and women [20]. The apparent
paradox between local and global trends can be resolved though,
since the geographical clustering of populations with potentially

September 2008 | Volume 4 | Issue 9 | €1000200



Author Summary

Human evolutionary history has been investigated mainly
through the prism of genetic variation of the Y chromo-
some and mitochondrial DNA. These two uniparentally
inherited markers reflect the demographic history of males
and females, respectively. Their contrasting patterns of
genetic differentiation reveal that women are more mobile
than men among populations, which might be due to
specific marriage rules. However, these two markers
provide only a limited understanding of the underlying
demographic processes. To obtain an independent picture
of sex-specific demography, we developed a new multi-
locus approach based on the analysis of markers from the
autosomal and X-chromosomal compartments. We applied
our method to 21 human populations sampled in Central
Asia, with contrasting social organizations and lifestyles.
We found that, in patrilineal populations, not only the
migration rate but also the number of reproductive
individuals is likely to be higher for women. This result
does not hold for bilineal populations, for which both the
migration rate and the number of reproductive individuals
can be equal for both sexes. The social organization of
patrilineal populations is the likely cause of this pattern.
This study suggests that differences in sex-specific
migration rates may not be the only cause of contrasting
male and female differentiation in humans, and that
differences in effective numbers do matter.

different lifestyles may minimize the differences in sex-specific
demography at a global scale [21,22]. It may also be that the
global structure reflects more ancient, pre-agricultural, social
patterns, as patrilocality may only have increased in human
societies only with the recent transition to agriculture [12].

The higher differentiation level found on the NRY as compared
to mtDNA at a local scale could also be the consequence of a
higher effective number of women, for example through the
practice of polygyny, a tendency for men (but not for women) to
have multiple mates [4,7,15,23-25], and/or through the paternal
transmission of reproductive success [11]. However, the influence
of such processes on genetic structure has often been considered as
negligible, since realistic rates of polygyny cannot create large
differences in male and female genetic structure [3,5,14]. Hence,
until now, the effect of local social processes on male and female
effective numbers has not been investigated directly, possibly
because current methods fail to unravel the relative contribution of
effective number and migration rate on the differentiation level
[26]. The consequence is that the vast majority of studies fail to
show whether the observed differentiation arises from sex-specific
differences in migration rate, effective numbers, or both (see
Table 1). New methods need therefore to be developed in order to
appreciate the relative influence of sex-biased dispersal and
differences in effective numbers on genetic structure.

Another limitation to the use of uniparentally inherited markers
stems from the fact that each of them is, in effect, a single genetic
locus. For that reason, we cannot test for the robustness of the sex-
specific genetic structure on these markers. We cannot either rule
out the possibility that mtDNA and NRY, which contain multiple
linked genes, may be shaped by selection [27,28]. This raises the
question of whether results based on uniparentally inherited
markers simply reflect stochastic variation, or real differences in
sex-specific demography. To answer this question, we propose a
novel approach based on the joint analysis of autosomal and X-
linked markers. This multi-locus analysis has the potential of
providing more robust information, as these markers give an

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

Disentangling Sex-Specific Demography

independent picture of sex-specific demography. This approach
also aims to disentangle the effects of sex-biased dispersal and
effective numbers on genetic structure.

In order to recognize the impact of social organization on these
differences, we investigate sex-specific genetic structure in human
populations of Central Asia (Figure 1), where various ethnic groups,
characterized by different languages, lifestyles and social organiza-
tions, co-exist. Although all groups share a patrilocal organization,
Tajiks (sedentary agriculturalists) are bilineal, i.e. they are organized
into nuclear or extended families where blood links and rights of
inheritance through both male and female ancestors are of equal
importance, and they preferentially establish endogamous marriag-
es with cousins. By contrast, Kazaks, Karakalpaks, Kyrgyz and
Turkmen (traditionally nomadic herders) are patrilineal, i.e. they
are organized into paternal descent groups (tribes, clans, lineages),
and they practice exogamous marriages, in which a man chooses a
bride from a different clan.

Results/Discussion

Uniparentally-Inherited Markers

We sampled 780 healthy adult men from 10 populations of bilineal
agriculturalists and 11 populations of patrilineal herders from West
Uzbekistan to East Kyrgyzstan, representing 5 ethnic groups (Tajiks,
Kyrgyz, Karakalpaks, Kazaks, and Turkmen) (see Figure 1 and
Table 2). We genotyped all bilineal populations, and 8 out of 11
patrilineal populations at the HVS-I locus of mtDNA, and at 11
microsatellite markers on the NRY (for more details on the markers
used, see Table 3). The overall genetic differentiation was higher for
NRY, as compared to mtDNA, both among the 10 bilineal

agriculturalist populations (FS(;/ ) =0.069 vs. FS(';"DNA) = 0034) ,
and among the subset of 8 patrilineal herder populations
(Fs(%]) =0.177 vs. Fé’T"[DNA) =0.010). Assuming an island model

of population structure, this implies that female migration rate (my),
and/or the effective number of females (N, is higher than of the
corresponding parameters for males (m,,, and MNV,). These results also
suggest that the differences in sex-specific genetic structure are much
more pronounced in the patrilineal herders than in the bilineal
agriculturalists. From the above Fgr estimates, we obtained the
female-to-male ratio of the effective number of migrants per
generation (see the Methods section for details): N/ Noym,=~2.1
for bilineal populations and N/ Nyymy,=21.6 for patrilineal
populations. The ratio in patrilineal populations is thus one order
of magnitude higher than in bilineal populations. However, since
each of these markers is a single genetic locus, we cannot test for the
robustness of the sex-specific genetic structure on these markers. We
therefore examined the amount of information contained in multi-
locus data on autosomal and X-linked markers, both of which
average over male and female histories.

A New Multi-Locus Approach

In the infinite island model of population structure with two
classes of individuals (males and females), we obtained the
following expressions of Fgr (see the Methods section for details):

() !
T “)
for autosomal genes, and
1
Fi ~ : )
ST 1+421?/‘N_;_1X]mvm 2mp +my
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for X-linked genes. A special case of interest occurs when
Fs()T{) =FS($>, 1.e. when the differentiation of X-linked genes exactly
equals that of autosomal genes. Combining eqs (1) and (2), we find
that this occurs for f = (5 —4%)/3, with N=N+MN, and
m= mgtmy,. Furthermore, as shown in Figure 2, if we observe a
lower genetic differentiation of autosomal markers, as compared to
X-linked markers (blue zone in Figure 2), this suggests that
< (5 —4%)/3. This may happen, e.g., for Np= N, and mg= my,,,
i.e. for equal effective numbers of males and females and unbiased
dispersal. But if autosomal markers are more differentiated than
X-linked markers (FS%) >Fé¥), see the red upper-right triangle in
Figure 2), this implies that 7 > (5 —4%) / 3. In this case, since mg/
m and N/N are ratios varying between 0 and 1, the effective
number of females must be higher than that of males (Ng>,,,), and
the female migration rate must be higher than half the male
migration rate (mg>m,,/2). Hence, a prediction from this model is

that when FS(/TU >FS(¥), the effective number of females is higher
than that of males, whatever the pattern of sex-specific dispersal.
This suggests that it is indeed possible to test for differences in
effective numbers between males and females from the joint
analysis of autosomal and X-linked data. We note however that

(4)

when Fs()T{) >FS? , we cannot conclude on the relative male and
female effective numbers and migration rates.

We tested the above prediction in the 10 bilineal agriculturalist
populations and 11 patrilineal herder populations sampled in Central
Asia by comparing the genetic structure estimated from 27 unlinked
polymorphic  autosomal — microsatellite ~ markers (4AR=16.2,
H.=0.803 on average) to that from 9 unlinked polymorphic X-
linked microsatellite markers (AR =12.6, H.=0.752 on average) (for
more details on the markers used, see Table 4). Overall heterozy-
gosity was not significantly different between X-linked and autosomal
markers, neither in the pooled sample (two-tailed Wilcoxon sum rank
test; p=0.09), nor in the bilineal agriculturalists (p=0.13) or the
patrilineal herders (p=0.12). The overall population structure was
significantly higher for autosomal as compared to X-linked markers

among patrilineal  herders: Fs(ﬁ) =0.008 [0.006 —0.010] and
Fs(i-()=0.003 [0.001 —0.006] (one-tailed Wilcoxon sum rank test;

Hy: FSP =F Hy - F) > FY: p=0.02). Among bilineal agri
culturalists, the result was not  significant: FS(;I =

0.014 [0.012—0.016] and F{' =0.013 [0.008—0.018] (5= 0.36).
From these results, and following our model })redictions, we conclude
that in patrilineal herders (where Féé) >FS(T)), the effective number
of females is higher than that of males. This conclusion does not hold
for the bilineal agriculturalists.

From our model, it is possible to get more precise indications on
the sets of (NN, m/m) values that are compatible with our data.
Rearranging eqs (1-2), we get:

study is conducted at a global scale. The second column gives the markers used, and the third column indicates the statistical methods employed. The fourth column provides indications on social organization, available a priori for
PThe differences in demographic parameters between males and females, as inferred by the authors, are given in terms of sex-biased gene flow, and skewed effective numbers; the authors’ interpretation to the observed pattern is

the populations under study. In the fifth and sixth columns, the authors’ interpretations of sex-specific differences in demographic parameters are given, with respect to skewed gene flow and/or effective numbers.

This table summarizes the observed patterns of sex-specific differences in demographic parameters reported in a number of recent studies. The first column lists the location of the sampled populations, or indicates whether the
Indications on social organization, marriage rules, etc., as provided by the authors.

*Not available (no detailed information given by the authors concerning social organization, marriage rules, etc.).
'The authors discussed a possible difference in demographic parameters between males and females, but considered it as negligible.

™Monte Carlo Markov chain method to estimate population sizes and migration rates [70].

_hmtDNA and NRY were not sampled in the same individuals or populations.
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calculate from eq. (4) the expected value of Fs()T() for each FS?
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Figure 1. Geographic map of the sampled area, with the 21 populations studied. Bilineal agriculturalist populations are in blue (Tajiks);
Patrilineal herders with a semi-nomadic lifestyle are in red (Kazaks, Karakalpaks, Kyrgyz and Turkmen).

doi:10.1371/journal.pgen.1000200.g001

estimate in the dataset. We can then test the null hypothesis
H, : Fé-)r() =4FS(4)/ [4FS(%) —3(FS(4) — l) (;tx’,ﬁ%’,)} by compar-
ing the distribution of observed and expected FS(}‘,) values. If the
hypothesis can be rejected at the a=0.05 level, then the
corresponding set of (NM/N, mg/m) values can also be rejected.
Following Ramachandran et al. [20], we varied the values of the
ratios N/ N and my/m (respectively, the female fraction of effective
number, and the female fraction of the total migration rate) from 0
to 1, with an interval of 0.01 between consecutive values. For each
set of (N/ N, me/m) values, we applied the transformation in eq. (4)
to each of the 27 locus-specific FS(';) values observed. Thus, for
each set of (M/ N, m/m) values, we obtained 27 expected values of
Fsi-{ , given our data. These expected values of Fsi'{ were then
compared to the 9 observed locus-specific FS%-, in our dataset, and
we calculated the p-value for a two-sided Wilcoxon sum rank test
between the list of 27 expected F. (T) values and the 9 FS(X)
observed in the dataset. The results are depicted in Figure 3.
Significant p-values (p=0.05) correspond to a significant difference
between the observed and expected values, thus to sets of (NV/N,
mg/m) values that are rejected, given our data (see the blue region
in Figure 3). Conversely, non-significant p-values (p>0.05)
correspond to sets of (N/N, me/m) values that cannot be rejected
(see the red region in Figure 3).

For the patrilineal herder populations (Figures 3A-3B), most
sets of (N/ N, mg/m) values are rejected, except those corresponding

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

to larger effective numbers for females (from Figures 3A-3B: N/
N>0.55, i.e. Ni>1.27M,,) and m>0.67my,. Because the multi-locus
estimate of FS(;) is significantly higher than the estimate of FS(T):
we expected to find such patterns of non-significant values (see
Figure 2). For the bilineal agriculturalist populations, we could not
reject the hypothesis that the effective numbers and migration
rates are equal across males and females or even lower in females
(see Figures 3C—3D). This is also reflected by the fact that the
est}{mates of Fg’ were not significantly higher than the estimates of
Fgr’ in those populations.

Finally, we have shown that the effective number of women is
higher than that of men among patrilineal herders, but not
necessarily among bilineal agriculturalists. Furthermore, a close
mspection of the results depicted in Figures 3A and 3B reveals that,
among herders, we reject all the sets of (Ni/. N, mg/m) values for which
my<<my, at the o = 0.10 level. This is not true for agriculturalists. This
suggests that the migration rates are also likely to be higher for
women than for men in patrilineal populations, as compared to
bilineal populations (compare Figures 3B and 3D). Although both
groups are patrilocal, such a difference in sex-specific migration
patterns might be expected, since patrilineal herders are exogamous
(among clans) and bilineal agriculturalists are preferentially
endogamous. For example, it was observed that in patrilocal and
matrilocal Indian populations, where migrations are strictly
confined within endogamous groups, sex-specific patterns were
not influenced by post-marital residence [21].
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Table 2. Sample description.

Sampled populations (area) Acronym Location Long. Lat. Ny Nan Ny Ny

Bilineal agriculturalists

Tajiks (Samarkand) TJA Uzbekistan/Tajikistan border 39.54 66.89 26 31 32 32
Tajiks (Samarkand) TIU Uzbekistan/Tajikistan border 395 67.27 27 29 29 29
Tajiks (Ferghana) TR Tajikistan/Kyrgyzstan border 40.36 71.28 30 29 29 29
Tajiks (Ferghana) TJK Tajikistan/Kyrgyzstan border 40.25 71.87 26 26 35 40
Tajiks (Gharm) TJE Northern Tajikistan 39.12 70.67 29 25 27 31
Tajiks (Gharm) TIN Western Tajikistan 38.09 68.81 33 24 30 35
Tajiks (Gharm) T Northern Tajikistan 39.11 70.86 31 25 30 32
Tajiks (Penjinkent) TDS Uzbekistan/Tajikistan border 39.28 67.81 30 25 31 31
Tajiks (Penjinkent) TDU Uzbekistan/Tajikistan border 3944 68.26 40 25 31 40
Tajiks (Yagnobs from Douchambe) TY Western Tajikistan 38.57 68.78 39 25 36 40
Patrilineal herders with a semi-nomadic lifestyle

Karakalpaks (Qongrat from Karakalpakia) KKK Western Uzbekistan 43.77 59.02 56 45 54 55
Karakalpaks (On Tort Uruw from Karakalpakia) OoTU Western Uzbekistan 42,94 59.78 49 45 54 53
Kazaks (Karakalpakia) KAZ Western Uzbekistan 43.04 58.84 47 49 50 50
Kazaks (Bukara) LKZ Southern Uzbekistan 40.08 63.56 20 25 20 31
Kyrgyz (Andijan) KRA Tajikistan/Kyrgyzstan border 40.77 72.31 31 45 46 48
Kyrgyz (Narin) KRG Middle Kyrgyzstan 41.6 75.8 20 18 20 20
Kyrgyz (Narin) KRM Middle Kyrgyzstan 41.45 76.22 21 21 22 26
Kyrgyz (Narin) KRL Middle Kyrgyzstan 41.36 755 36 22 - -
Kyrgyz (Narin) KRB Middle Kyrgyzstan 41.25 76 31 24 - =
Kyrgyz (Issyk Kul) KRT Eastern Kyrgyzstan 42.16 77.57 33 37 - -
Turkmen (Karakalpakia) TUR Western Uzbekistan 41.55 60.63 42 47 51 51

Long., longitude; Lat., latitude. ny, na, ny and ny,: sample size for X-linked, autosomal, Y-linked and mitochondrial markers, respectively.
doi:10.1371/journal.pgen.1000200.t002

Table 3. Level of diversity and differentiation for NRY markers and mtDNA.

NRY markers Fst

Locus name Allelic richness (AR) He Herders Agriculturalists
DYS426 4 0.500 0.3326 0.0068

DYS393 8 0.492 0.1095 0.0517

DYS390 8 0.739 0.1229 0.1253

DYS385 a/b 15 0.858 0.1414 0.0278

DYS388 9 0.531 0.3003 0.0736

DYS19 7 0.743 0.1081 0.1310

DYS392 10 0.516 0.1345 0.0701

DYS391 7 0.495 0.2533 0.0686

DYS389l 6 0.541 0.1537 0.1395

DYS439 7 0.725 0.1638 0.0291

DYS389ll 8 0.763 0.1556 0.0395
mtDNA Fst

Locus name Polymorphic sites H, Herders Agriculturalists
HVS-I 121 0.0156 0.0098 0.0343

We calculated the total allelic richness (AR) (over all populations) and the expected heterozygosity H. [55] using Arlequin version 3.1 [56]. Genetic differentiation among
populations was measured both per locus and overall loci, using Weir and Cockerham'’s Fsy estimator [57], as calculated in Generor 4.0 [58]. We calculated the total
number of polymorphic sites, the unbiased estimate of expected heterozygosity He [55], and Fsr using Arlequin version 3.1 [56].
doi:10.1371/journal.pgen.1000200.t003
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Figure 2. Diagram representing the relative values of expected genetic differentiation for autosomal markers (Fé:)) and for X-
linked markers (Fs(%() . In the red upper right triangle, the Fst estimates for autosomal markers are higher than for X-linked markers. In this case,

N¢/N is necessarily larger than 0.5. In the blue region of the figure, the Fsr estimates for autosomal markers are lower than for X-linked markers. The

. - e
white plain line, at which 7t =

(5 —4%)/3, represents the set of (N¢/N, m¢/m) values where the autosomal and X-linked Fst estimates are equal. In this

case Fs(i-() =Fé}1) , if N¢= Ny, then the lower effective size of X-linked markers (which would be three-quarters that of autosomal markers) can only

be balanced by a complete female-bias in dispersal (m¢m=1). Conversely, if m¢=m,,, the large female fraction of effective numbers compensates
exactly the low effective size of X-linked markers only for N¢=7N,,,. Last, if m¢=m,/2, then the autosomal and X-linked Fst estimates can only be equal

as the number of males tends towards zero.
doi:10.1371/journal.pgen.1000200.9002

What Could Explain a Larger Effective Number of
Females?

While an influence of post-marital residence on the migration
rate of women and men has already been widely proposed [14—17]
(see also Table 1), the factors that may locally affect the effective
number of women, relatively to that of men, are not well
recognized. As seen in Table 1, although a number of studies have
compared matrilocal and patrilocal populations, few have com-
pared contrasting groups of populations with respect to other factors
as, e.g., the tendency for polygyny [15]. Furthermore, a number of
these studies lack ethnological information a priori, concerning
social organization, marriage rules, etc., which makes interpretation
somewhat difficult (see Table 1). Here, we compared two groups of
patrilocal populations with contrasting social organizations, and at
least five non-mutually exclusive interpretations for a larger effective
number of females can be invoked:

(1) Social organization, i.e. the way children are affiliated to their
parents, can deeply affect sex-specific genetic variation. In
Central Asia, herder populations are organized in patrilineal
descent groups (tribes, clans, lineages). This implies that
children are systematically affiliated with the descent groups
of the father. Chaix et al. [11] showed that the average
number of individuals carrying the same Y chromosome
haplotype was much higher in patrilineal herder populations
than in bilineal agriculturalist populations (where children
are affiliated both to the mother and the father). These
“identity cores” would be the direct consequence of the

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

internal dynamics of their patrilineal organization. Indeed,
the descent groups are not formed randomly and related
men tend to cluster together, e.g. through the recurrent
lineal fission of one population into new groups. This
particular dynamics increases relatedness among men, and
may therefore reduce the effective number of men, as
compared to women.

Indirectly, the social organization can also deflate the
effective number of men through the transmission of reproductive
success [29] if this success is culturally transmitted exclusively
from fathers to sons. Because herders are patrilineal (so that
mheritance is organized along paternal descent groups),
social behaviors are more likely to be inherited through the
paternal line of descent only. It has recently been argued that
the rapid spread of Genghis Khan’s patrilineal descendants
throughout Central Asia was explained by this social
selection phenomenon [30]. The correlation of fertility
through the patriline has also been described in patrilineal
tribes in South America [31]. By contrast, in bilineal
societies such as the agriculturalists of Central Asia, social
behaviors that influence reproductive success are more likely
to be transmitted by both sexes. Furthermore, differences of
cultural transmission of fitness between hunter-gatherers and
agriculturalists have already been reported [32]. Interest-
ingly, a slightly higher matrilineal intergenerational correla-
tion in offspring number has been observed in the Icelandic
population, which suggests that in some populations,
reproductive behaviors can be maternally-inherited [33].

September 2008 | Volume 4 | Issue 9 | 1000200



Table 4. Level of diversity and differentiation for X-linked and
autosomal markers.
Fst

Allelic
Locus name richness (AR) H, Herders Agriculturalists
X-linked markers
CTATO14 19 0.746 0.0018 0.0225
GATA124E07 15 0.847 0.0024 0.0136
GATA31D10 8 0.697 0.0069 0.0007
ATA28C05 7 0.722 0.0086 0.0179
AFM150xf10 14 0.832 —0.0021 0.0152
GATA100G03 14 0.734 —0.0019 0.0084
AGAT121P 15 0.593 —0.0016 0.0048
ATCT003 10 0.797 0.0095 0.0261
GATA31FO01 1 0.804 0.0069 0.0053
Autosomal markers
AFM249XC5 19 0.848 0.0080 0.0081
ATAT0H11 13 0.680 0.0128 0.0193
AFM254VE1 14 0.837 0.0105 0.0086
AFMA218YB5 14 0.852 0.0030 0.0151
GGAA7G08 22 0.896 0.0096 0.0138
GATA11H10 16 0.776 0.0017 0.0056
GATA12A07 16 0.857 0.0001 0.0163
GATA193A07 15 0.825 0.0064 0.0087
AFMB002ZF1 1 0.820 0.0028 0.0169
AFMB303ZG9 16 0.858 0.0090 0.0148
ATA34G06 12 0.675 0.0088 0.0132
GATA72G09 18 0.884 —0.0023 0.0131
GATA22F11 21 0.897 0.0152 0.0144
GGAA6D03 13 0.831 0.0048 0.0176
GATA88H02 17 0.892 0.0063 0.0056
SE30 15 0.762 0.0084 0.0103
GATA43C11 16 0.870 0.0028 0.0093
AFM203YG9 14 0.753 0.0105 0.0084
AFM157XG3 13 0.753 0.0147 0.0196
UT2095 16 0.738 0.0032 0.0112
GATA28D01 25 0.896 0.0156 0.0139
GGAA4B09 19 0.707 0.0034 0.0208
ATA3A07 12 0.746 0.0078 0.0070
AFM193XH4 11 0.716 0.0164 0.0129
GATA11B12 26 0.896 0.0104 0.0265
AFM165XC11 13 0.785 0.0058 0.0185
AFM248VC5 20 0.620 0.0246 0.0145
We calculated the allelic richness (AR) and unbiased estimates of expected
heterozygosity He [55], obtained both by locus and on average with Arlequin
version 3.1 [56]. Genetic differentiation among populations was measured both
per locus and overall loci, using Weir and Cockerham'’s Fsy estimator [57] as
calculated in Genepop 4.0 [58].

(i) Polygyny, in which the husband may have multiple wives, has
often been invoked as a factor that could reduce the effective
number of men [4,7,15,23-25]. While we could not find any
evidence of polygyny in present-day Central Asian popula-
tions, this custom was traditionally practiced in the nomadic
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herder Kazak populations, although limited to the top 10
percent of men from the highest social rank [5,34]. Hence,
even though we lack ethnological data to determine to what
extent herders are or were practicing polygyny in a recent
past, the practice of polygyny among herders in Central Asia
might have influenced (at least partially) the observed
differences in men and women effective numbers.

(w)  Recurrent bottlenecks in men due to a higher pre-reproductive
mortality could also severely reduce the effective numbers of
men. From the study of several groups in West Papua and
Papua New Guinea [7,35], it appears that warfare may indeed
lead to the quasi-extinction of adult men in some communities,
while the mass killing of adult women is far more rarely
reported. However, this differential mortality could also be
balanced by potentially high death rates of women during
childbirth. In any case, a differential mortality is equally likely
to arise in herder and agriculturalist populations. It may
therefore not be relevant in explaining why we detect higher
effective numbers of women (as compared to men) in patrilineal
herders and not in bilineal agriculturalists.

(v)  Since our approach implicitly assumes equal male and female
generation time, the observed higher effective number of
women, relatively to that of men, could result from a shorter
generation time for women, due to the tendency of women to
reproduce earlier in life than men and the ability of men to
reproduce at a later age than women. This has indeed been
described in a number of populations with different lifestyles,
from complete genealogical records or mean-age-at-first-
marriage databases [33,36,37]. It has even been proposed to
be a nearly universal trait in humans, although its magnitude
varies across regions and cultures [37]. Tang et al. [38]
suggested that accounting for longer generation time in males
could minimize the difference between maternal and paternal
demography. However, the differences in sex-specific gener-
ation times that have been reported (e.g., 28 years for the
matrilines and 31 years for the patrilines in Iceland [33], 29
years for the matrilines and 35 years for the patrilines in
Quebec [36]) are unlikely to explain the observed differences
in male and female effective numbers [24].

Limits of the Approach

There might also be non-biological explanations of our results,
however, as they are based on the simplifying assumptions of
Wright’s infinite island model of population structure [39]. This
model assumes (?) that there is no selection and that mutation is
negligible, (i) that each population has the same size, and sends
and receives a constant fraction of its individuals to or from a
common migrant pool each generation (so that geographical
structure is absent), and (zz) that equilibrium is reached between
migration, mutation and drift. On the first point, we did not find
any evidence of selection, for any marker, based on Beaumont and
Nichols’ method [40] for detecting selected markers from the
analysis of the null distribution generated by a coalescent-based
simulation model (data not shown). As for the second point, we
tested for the significance of the correlation between the pairwise
Fgr/(1—Fst) estimates and the natural logarithm of their
geographical distances [41]. We found no evidence for isolation
by distance, either for X-linked markers (p=0.47 for agricultur-
alists, p = 0.24 for herders), or for autosomal markers (p=0.92 for
agriculturalists, p = 0.45 for herders). As for the third point, the X-
to-autosomes (X/A) effective size ratio can significantly deviate
from the expected three-quarters (assuming equal effective
numbers of men and women) following a bottleneck or an
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Figure 3. p-values of Wilcoxon tests plotted in the (N/N, mg/m) parameter space. For each set of (N¢/N, m¢m) values, we applied the
transformation in eq. (4), and tested whether our data on autosomal and X-linked markers were consistent, given the hypothesis defined by the set of
(N¢/N, m¢/m) values. (A) Surface plot of the p-values, as a function of the female fraction of effective number and the female fraction of migration rate,
for the herders (11 populations). The arrow indicates the line that separates the region where p=0.05 from that where p>0.05. Non-significant p-
values (p>0.05) correspond to the values of (N¢/N, m¢m) that could not be rejected, given our data. (B) Contour plots, for the same data. The dashed
line indicates the range of (N¢/N, m¢m) values inferred from the ratio of NRY and mtDNA population structure, as obtained from the relationship:

Nimyg [ Ny = (1—1 FS(¥[DNA) / l—l/Fg)). The dotted lines correspond to the cases where N¢=N,, (vertical line) and m¢=m, (horizontal
line). (C) and (D) as (A) and (B), respectively, for the agriculturalists (10 populations).

doi:10.1371/journal.pgen.1000200.g003

expansion [42]. This is because X-linked genes have a smaller
effective size, and hence reach equilibrium more rapidly. After a
reduction of population size, the X/A diversity ratio is lower than
expected, while after an expansion, the diversity of X-linked genes
recovers faster than on the autosomes, and the X/A diversity ratio
is then closer to unity. In the latter case, Fs(g) would be reduced
and could then tend towards FS(I;). However, neither reduction nor

expansion should lead to FS()T() <FS(¥), as we found in herder
populations of Central Asia. Therefore, we do not expect the limits
of Wright’s island model to undermine our approach.

Evaluation by Means of Stochastic Simulations

We aimed to investigate to what extent the approach proposed
here is able to detect differences in male and female effective

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

numbers. To do this, we performed coalescent simulations in a finite
island model, for a wide range of (NN, my/m) values. The simulation
parameters were set to match those of our dataset: 11 sampled demes,
30 males genotyped at 27 autosomal and 9 X-linked markers per
deme (for further details concerning the simulations, see the Methods
section). We used 1421 sets of (NV/ N, m/m) values, covering the whole
parameter space (represented as white dots in Figure 4B). For each set
of (M/N, mg/m) parameter values, we simulated 100 independent
datasets. For each dataset, we calculated the estimates of
FS(I;) and Fs()T{) at all loci, and we calculated the p-value for a one-
sided Wilcoxon sum rank test for the list of 27 Fs(%/) and 9 Fs(%()
estimates (Ho : Fs(%)st(")r{); H,; :FS(?) >FS(¥>). Hence, for each
set of (M/N, m¢/m) parameter values, we could calculate the
proportion of significant tests at the «=0.05 level, among the 100
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Figure 4. Percentage of significant tests in the (A;/N, mi/m) parameter space, for simulated data. We chose a range of 49 (Nom¢/N,,m,,)
ratios, varying from 0.0004 to 2401, and for each of these ratios we chose 29 sets of (N¢/N, m¢/m) values. By doing this, we obtained 1421 sets of (N¢/N,
m¢/m) values, represented as white dots in the right-hand side panel B, covering the whole parameter space. For each set, we simulated 100
independent datasets using a coalescent-based algorithm, and taking the same number of individuals and the same number of loci for each genetic
system as in_the observed data. For each dataset, we calculated the p-value for a one-sided Wilcoxon sum rank test
QH F(T) —Fm H, : FS(A) >Fs(fr\')§, and for each set of (N¢/N, m¢/m) values we calculated the percentage of significant p-values (at the «=0.05
level). A. Surface plot of the proportion of significant p-values (at the «=0.05 level), as a function of the female fraction of effective number and the
female fraction of migration rate. B. Contour plot, for the same data. The dotted line, at which =t = 5 4 /3 represents the set of (N¢/N, m¢/m)
values where the autosomal and X-linked Fsy's are equal. The theory predicts that we should onIy fnd FST in the upper-right triangle defined
by the dotted line. Hence, the proportion of significant p-values for any set of (Ni/N, m¢/m) values in this upper rlght triangle gives an indication of the
power of the method.
doi:10.1371/journal.pgen.1000200.g004

independent datasets. Figure 4 shows the distribution of the to 1.2 in bilineal agriculturalists). Although in some particular
percentage of significant tests in the (N/N, mg¢/m) parameter space. groupings of patrﬂzneal herder populations, the difference in the
Theory predicts that in the upper-right triangle where distributions of Fg’ and FS(T) may not be strong enough to be

L (5 4Nr) / 3, we should have FS(T) > FS(T)' One can see from significant, we can clear}y distinguish thF pattern of dlfferent_latlon
for autosomal and X-linked markers in patrilineal and bilineal

Flgure 4 that, given the simulation parameters used, the method is ‘ .
conservative: the proportion of significant tests at the o= 0.05 level is groups. Results from coalescent simulations (see above) suggest that
(

null outside of the upper-right triangle. However, we find a fairly this lack of statistical power might be expected for Fs(? / FS’TY) ratios
large proportion of significant tests for large N/ N and my/m ratios close to unity. Indeed, we found that the tests were more likely to be
which indicates (z) that the method presented here has the potential to significant for fairly large N/ N and m¢/ m ratios (the upper right red
detect differences in male and female effective numbers, but () that region in Figure 4) which would correspond to FST / FST ratios
only strong differences might be detected, for similarly sized datasets much greater than one.

as the one considered here.

Comparison with Uniparentally-Inherited Markers

Robustness to the Sampling Scheme Importantly, our results on X-linked and autosomal markers are

We also aimed to investigate whether the results obtained here consistent with those obtained from NRY and mtDNA (see
were robust to our sampling scheme, and that our results were not Figures 3B-3D): in these figures, the dashed line gives all the sets of
biased by the inclusion of particular populations. To do this, we re- (Nf/N me/m) values that are compatible with the observed

analyzed both the bilineal agriculturalists and the patrilineal herders F)

. . . . ST
datasets, removing one population at a time in each group. For each
of these jackknifed datasets, we calculated the p-value of a one-sided

. y X 4 X
Wilcoxon sum rank test (H 01 F S(T) =F S(T); Hy @ F, S(T) > F S(T))» as (1ﬁ,§é‘7N) 21 6(1 m'%m for the patrilineal populations, since we

done on the full datasets. The results are given in Table 5. We found inferred N/ Nyymy,=2.1 and Ngng/ Npym, =21.6, respectively, for
no significant test for any of the bilineal agriculturalist groupings the two groups. For the bilineal agriculturalists (Figure 3D), the set

DNA
and FSVTm ) estimates. These are the sets of values that

satisfy (17%1\/[1\,) =2.1 (1 m:,% m) for the bilineal populations, and

(p>0.109), which supports the idea that, in those populations, both  of (Mi/N, my/m) values inferred from the Y) and FJ (mtDNA)
the migration rate and the number of reproductive individuals can estimates fall within the range that was not I‘C_]CCth given our data
be equal for both sexes. In patrilineal herders, the tests were on X-linked and autosomal markers. For the patrilineal herders

significant at the o = 0.05 level for 8 out of 11 population groupings. (Figure 3B), the overlap is only partial: from the NRY and mtDNA
For the 3 other groupings, the p-values were 0.068,0.0786 and 0.073  data only, low Ni/V ratios associated with high mg/m ratios are as
(see Table 5). Overall, the ratio of FST over FS(T) multi-locus likely as high N/ N ratios associated with low my/m ratios. Yet, it is
estimates ranged from 1.7 to 3.5 in patrilineal herders (and from 0.9 clear from this figure that a large set of (M/.N, mg/m) values inferred
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Table 5. Autosomal and X-linked differentiation on
jackknifed samples.

Sample removed Fs(ﬁ) Fs(f) p-value FS@/FST{)
Patrilineal groups

KAZ 0.0084 0.0050 0.068 1.7
KKK 0.0085 0.0050 0.078 1.7
KRA 0.0078 0.0027 0.022 29
KRB 0.0080 0.0030 0.028 2.7
KRG 0.0078 0.0035 0.037 22
KRL 0.0086 0.0038 0.018 23
KRM 0.0069 0.0023 0.018 3.0
KRT 0.0081 0.0044 0.047 1.8
LKZ 0.0088 0.0025 0.002 35
OoTU 0.0089 0.0038 0.022 23
TUR 0.0054 0.0025 0.073 22
Bilineal groups

TDS 0.0125 0.0109 0.443 1.1
TDU 0.0132 0.0153 0.705 0.9
TJIA 0.0144 0.0123 0.109 1.2
TJE 0.0140 0.0133 0.148 1.1
TIK 0.0134 0.0131 0.457 1.0
TIN 0.0148 0.0144 0.387 1.0
TR 0.0140 0.0141 0.401 1.0
T 0.0139 0.0121 0.225 1.1
TJU 0.0139 0.0127 0.283 1.1
TY 0.0139 0.0116 0.259 1.2
For each group, we removed one sample in turn and calculated the
differentiation on autosomal and X-linked markers. The p-value gives the result
of a one-sided Wilcoxon sum rank test (HU : Fs(ﬁ) :FS(%( D Hyc: Fé?” >F§)T{)), as
performed on the full dataset.
doi:10.1371/journal.pgen.1000200.t005

. . Y DNA .
from the single-locus estimates FS(T) and FS('%” ) can be rejected,

given the observed differentiation on X-linked and autosomal
markers. All genetic systems (mtDNA, NRY, X-linked and
autosomal markers) converge toward the notion that patrilineal
herders, in contrast to bilineal agriculturalists, have a strong sex-
specific genetic structure. Yet, the information brought by X-
linked and autosomal markers is substantial, since we show that
this is likely due to both higher migration rates and larger effective
numbers for women than for men.

Comparison with Other Studies

Our results, based on the X chromosome and the autosomes,
also confirm previous analyses based on the mtDNA and the
NRY, showing that men are genetically more structured than
women in other patrilocal populations [3-10,14-17] (see also
Table 1). A handful of studies have also shown a reduced effective
number of men compared to that of women, based on coalescent
methods [23,24], but none have considered the influence of social
organization on this dissimilarity (see Table 1).

In some respects, our results contrast with those of Wilder and
Hammer [25], who studied sex-specific population genetic
structure among the Baining of New Britain, using mtDNA,
NRY, and X-linked markers. Interestingly, they found that
N>No, but m<<m,,, and claimed that a similar result, although
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left unexplored by the authors, was to be found in a recent study
by Hamilton et al. [16]. This raises the interesting point that sex-
specific proportions of migrants (m) are likely to be shaped by
factors that may only partially overlap with those that affect the
sex-specific effective numbers (V). Further studies of human
populations with contrasted social organizations, as well as further
theoretical developments, are needed to appreciate this point.

In order to ask to what extent our results generalize to other
human populations, we investigated sex-specific patterns in the 51
worldwide populations represented in the HGDP-CEPH Human
Genome Diversity Cell Line Panel dataset [43], for which the data
on the differentiation of 784 autosomal microsatellites and 36 X-
linked microsatellites are available (data not shown). By doing this,
we found a larger differentiation for X-linked than for autosomal
markers gFS(%/ ) >FS(/T1) . Therefore, we confirmed Ramachandran
et al’s [20] result that no major differences in demographic
parameters between males and females are required to explain the
X-chromosomal and autosomal results in this worldwide sample.
Ramachandran et al’s approach [20] is based upon a pure
divergence model from a single ancestral population, which is very
different from the migration-drift equilibrium model considered here.
In real populations, however, genetic differentiation almost certainly
arises both through divergence and limited dispersal, which places
these two models at two ends of a continuum. Yet, importantly, if we
apply Ramachandran et al.’s [20] model to the Central Asian data,
our conclusions are left unchanged. In their model, the differentiation
among populations is Fsr~1—e™"/N) where ¢ is the time since
divergence from an ancestral population and JV, the effective size of
the populations (see, e.g, [44]). Hence, we get
FS(/Tl) ~ —e*’/(zNC(A)) and Fs(gr() ~1 —eit/(zNén) for autosomal
and X-linked markers, respectively. Therefore, our observation that
FS(?) > Fs(%/ ) implies that NC(X) > NC(A) , which requires that N>70,,
since N{ =8N¢Np/(N¢+Npn) and N =9ON; Ny /(N¢ +2Nyn)

(see, e.g., [45]). In this case, the female fraction of effective number is
larger than that of males, which is consistent with our findings in a
model with migration.

The HGDP-CEPH dataset does not provide any detailed ethnic
information for the sampled groups, and we can therefore not
distinguish populations with different lifestyles. However, at a
more local scale in Pakistan, we were able to analyze a subset of 5
populations (Brahui, Balochi, Makrani, Sindhi and Pathan), which
are presumed to be patrilineal [46]. For this subset, we found a
higher differentiation for autosomal Fs(ﬁ) =0.003> than for X-
linked markers (Fg) =0.002), although non-significantly
(p=0.12). This result seems to” suggest that other patrilineal
populations may behave like the Central Asian sample presented
here. Therefore, because the geographical clustering of popula-
tions with potentially different lifestyles may minimize the
differences in sex-specific demography at a global scale [21,22],
and/or because the global structure may reflect ancient (pre-
agricultural) marital residence patterns with less pronounced
patrilocality [12], we emphasize the point that large-scale studies
may not be relevant to detect sex-specific patterns, which supports
a claim made by many authors.

Conclusion

In conclusion, we have shown here that the joint analysis of
autosomal and X-linked polymorphic markers provides an
efficient tool to infer sex-specific demography and history in
human populations, as suggested recently [12,47]. This new
multilocus approach is, to our knowledge, the first attempt to
combine the information contained in mtDNA, NRY, X-linked
and autosomal markers (see Table 1), which allowed us to test for
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the robustness of a sex-specific genetic structure at a local scale.
Unraveling the respective influence of migration and drift upon
neutral genetic structure is a long-standing quest in population
genetics [48,49]. Here, our analysis allowed us to show that
differences in sex-specific migration rates may not be the only
cause of contrasted male and female differentiation in humans and
that, contrary to the conclusion of a number of studies (see
Table 1), differences in effective numbers may also play an
important role. Indeed, we have demonstrated that sex-specific
differences in population structure in patrilineal herders may be
the consequence of both higher female effective numbers and
female effective dispersal. Our results also illustrate the importance
of analyzing human populations at a local scale, rather than global
or even continental scale [2,19,21]. The originality of our
approach lies in the comparison of identified ethnic groups that
differ in well-known social structures and lifestyles. In that respect,
our study is among the very few which compare patrilineal vs.
bilineal or matrilineal groups (see Table 1), and we believe that it
contributes to the growing body of evidence showing that social
organization and lifestyle have a strong impact on the distribution
of genetic variation in human populations. Moreover, our
approach could also be applied on a wide range of animal species
with contrasted social organizations. Therefore, we expect our
results to stimulate research on the comparison of X-linked and
autosomal data to disentangle sex-specific demography.

Methods
DNA Samples

We sampled 10 populations of bilineal agriculturalists and 11
populations of patrilineal herders from West Uzbekistan to East
Kyrgyzstan, representing 780 healthy adult men from 5 ethnic
groups (Tajiks, Kyrgyz, Karakalpaks, Kazaks, and Turkmen) (see
Table 2). The geographic distribution of the samples and
information about lifestyle is provided in Figure 1. Also living in
Central Asia, Uzbeks are traditionally patrilineal herders too, but
they have recently lost their traditional social organization [11],
and we therefore chose not to include any sample from this ethnic
group for the purpose of this study. We collected ethnologic data
prior to sampling, including the recent genealogy of the
participants. Using this information, we retained only those
individuals that were unrelated for at least two generations back
in time. All individuals gave their informed consent for
participation in this study. Total genomic DNA was isolated from
blood samples by a standard phenol-chloroform extraction [50].

Uniparentally Inherited Markers

The mtDNA first hypervariable segment of the mtDNA control
region (HVS-I) was amplified wusing primers L15987
(5'TCAAATGGGCCTGTCCTTGTA) and H580 (5'TTGAG-
GAGGTAAGCTACATA) in 18 populations out of 21 (674
individuals, see Table 2). The amplification products were
subsequently purified with the EXOSAP standard procedure.
The sequence reaction was performed using primers 115925
(5'TAATACACCAGTCTTGTAAAC) and HH23 (5'AA-
TAGGGTGATAGACCTGTG). Sequences from positions 16
024-16 391 were obtained. Eleven Y-linked microsatellite markers
(see Table 3) were genotyped in the same individuals, following the
protocol described by Parkin et al. [51].

Multi-Locus Markers

27 autosomal and 9 X-linked microsatellite markers (see Table 4)
were genotyped in the same individuals. We used the informative-
ness for assignment index 1, [52] to select subsets of microsatellite
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markers on the X chromosome and the autosomes from the set of
markers used in Rosenberg et al.’s worldwide study [43]. This
statistic measures the amount of information that multiallelic
markers provide about individual ancestry [52]. This index was
calculated among a subset of 14 populations, chosen from the
Rosenberg et al.’s dataset [43] to be genetically the closest to the
Central Asian populations (Balochi, Brahui, Burusho, Hazara,
Pathan, Shindi, Uygur, Han, Mongola, Yakut, Adygei, Russian,
Druze and Palestinian). The rationale was to infer the information
provided by individual loci about ancestry from this subset of
populations, and to extrapolate the results to the populations studied
here. For the X chromosome data, we pooled the ‘Screening Set10’
and ‘Screening Set32’ from the HGDP-CEPH Human Genome
Diversity Cell Line Panel [53] analyzed by Rosenberg et al. [43]
which represented a total of 36 microsatellites. We chose 9 markers
among the 11 with the highest Z,. For autosomal data, we used the
‘Screening Setl10’, which represented a total of 377 microsatellites,
and chose 27 markers among the 30 with the highest Z,. All markers
were chosen at a minimum of 2 ¢cM apart from each others [54].
PCR amplifications were performed in a 20 ul final volume
composed of 1x Eppendorf buffer, 125 uM each dNTP, 0.5U
Eppendorf Taq polymerase, 125 nM of each primer, and 10 ng
DNA. The reactions were performed in a Eppendorf Mastercycler
with an initial denaturation step at 94°C for 5 min; followed by 36
cycles at 94°C for 30 s, 55°C for 30 s, 72°C for 20 s, and 72°C. for
10 min as final extension. Forward primers were fluorescently
labeled and reactions were further analyzed by capillary electro-
phoresis (ABI 310, Applied Biosystems). We used the software
package Genemarker (SoftGenetics LLC) to obtain allele sizes from
the analysis of PCR products (allele calling).

Statistical Analyses

We calculated the total allelic richness (4R) (over all popula-
tions), the unbiased estimate of expected heterozygosity H, [55],
the total number of polymorphic sites and Fgp for mtDNA using
Arlequin version 3.1. [56]. Genetic differentiation among
populations for the autosomes, the X and the Y chromosome
was measured both per locus and overall loci using Weir and
Cockerham’s Fgr estimator [57], as calculated in GENEPOP 4.0.
[58]. The 95% confidence intervals were obtained by boot-
strapping over loci [58], using the approximate bootstrap
confidence intervals (ABC) method described by DiCiccio and
Efron [39]. Isolation by distance (i.e. the correlation between the
genetic and the geographic distances) was analyzed by computing
the regression of pairwise Fsr/(1—Fsr) estimates between pairs of
populations to the natural logarithm of their geographical
distances, and rank correlations were tested using the Mantel
permutation procedure [60], as implemented in GENEPOP 4.0.
[58]. All other statistical tests were performed using the software
package R v. 2.2.1 [61].

Sex-Biased Dispersal in the Island Model

Let us consider an infinite island model of population structure
[62], with two classes of individuals (males and females), which
describes a infinite set of populations with constant and equal sizes
that are connected by gene flow. Then the expected values of Fsr
for uniparentally inherited markers depend on the effective number
N (resp. M) of adult males (resp. females) per population and the
migration rate m, (resp. my) of males (resp. females) per generation,

as: FOPNY 21/ (14 2Nemy) and FSY 2 1/(142Npmy) - (see,
e.g., [63]). We can therefore calculate the female-to-male ratio of
the effective number of migrants per generation as:

Nemg ) Nogttin = (1 - 1/F§’;“DNA>)/(1 - 1/FS(TY>>.
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In this model, we can also compute for the autosomes and the X
chromosome the reproductive values for each class (sex), which are
interpreted here as the probability that an ancestral gene lineage
was in a given class in a distant past [64]. From these, we can
obtain the well-known expressmns of effective size N, for
autosomal and X-linked genes: Ne( =8N;Np/(N¢+ Np) and

N&) =9Ne N, /(Nt+2Np), respectively [45]. Note that N, is
expressed here as a number of gene copies (i.e., twice the effective
number of diploid individuals for autosomes). Likewise, the
effective migration rate, ie. the average dispersal rate of an
ancestral gene lineage, is given by mi" =(mp+mpy)/2 for
autosomal genes, and m{") = (2my+my)/3 for X-linked genes,
respectively. Substituting these expressions into the well-known
equation: Fgr=1/(1+2N.m.) [64], we get:

(4) 1
T T o

for autosomal genes, and

(X) o !
ST~ INt Ny 2mp+my, °
1 + A 2Ny +4Np 3 "

for X-linked genes.

Evaluation of the Approach through Stochastic
Simulations

We performed coalescent simulations, using an algorithm in
which coalescence and migration events are considered genera-
tion-by-generation until the common ancestor of the whole sample
has been reached (see [65]). We simulated a finite island model
with 50 demes, each made of N =N+, =500 diploid individuals,
with a migration parameter m=metm,, =0.2. Using these total
values for N and m, we then varied the sex-specific parameters to
cover the (Ni/N, my/m) parameter space evenly. Note that the
parameter m is the total migration rate, which corresponds to twice
the effective migration rate for autosomal markers. Hence, for
cach set of (N/ N, m¢/m) values, the total number of individuals is
500 (although the number of females may vary from 1 to 499) and
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Summary

The Prol1Leu substitution in the AGXT gene, which causes primary hyperoxaluria type 1, is found with high frequency
in some human populations (e.g., 5-20% in Caucasians). It has been suggested that this detrimental mutation could
have been positively selected in populations with a meat-rich diet. In order to test this hypothesis, we investigated the
occurrence of Prol1Leu in both herder and agriculturalist populations from Central Asia. We found a lower frequency
of this detrimental mutation in herders, whose diet is more meat-rich, as compared to agriculturalists, which therefore
challenges the universality of the previous claim. Furthermore, when combining our original data with previously
published results, we could show that the worldwide genetic differentiation measured at the Prol1Leu polymorphism
does not depart from neutrality. Hence, the distribution of the variation observed in the AGXT gene could be due to

demographic history, rather than local adaptation to diet.

Keywords:

Introduction

Primary hyperoxaluria type 1 (PH1, MIM 259900) is a lethal
autosomal recessive disease caused by the deficiency of the
alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT), a liver-specific
enzyme usually targeted in the peroxysomes in humans
(Danpure & Jennings, 1986). The AGT deficiency leads to the
formation of insoluble calcium salts, resulting in progressive
renal failure. It has been estimated that, before the introduc-
tion of modern therapies, 80% of PH1 patients died from renal
failure before the age of 20 years (Williams & Smith, 1983).
In more than a third of the patients, the disease is not due
to the absence of AGT, but rather to its de-localisation from
the peroxysomes to the mitochondria (Danpure et al., 1990).
This mistargeting is due to the synergistic eftect of two non-
synonymous recessive mutations in the human AGXT gene
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that encodes AGT: the Prol1Leu and Gly170Arg substitu-
tions (Purdue et al., 1990). Pro11Leu alone, in a homozygous
state, is responsible for the de-localisation of 5% of the pro-
tein to the mitochondria (Purdue et al., 1990), although this
has not been associated with any clinical sequela. On the
contrary, the association of Prol1Leu with the most com-
mon PH1 mutation Gly170Arg results in the mistargeting of
at least 90% of the AGT to the mitochondria, resulting in
primary hyperoxaluria type 1 (Danpure et al., 1989). From
analysis of mutant constructs in Escherichia coli, it seems likely
that Gly170Arg alone has no pathological phenotype (Lumb
& Danpure, 2000), yet it has never been found so far in
humans without the Prol1Leu substitution. Prol1Leu also
acts synergistically with other AGXT mutations which, like
Gly170Arg, seem innocuous alone (Lumb & Danpure, 2000).

Although the Pro11Leu substitution is therefore likely to be
detrimental, by sensitising AGT to the effect of a wide range
of PH1 mutations, it is found at relatively high frequency in
some populations, e.g., 5-20% in Caucasians (Danpure et al.,
1994a, 1994b). How can this paradox be solved? It has been
shown that, in mammals, the intracellular location of AGT de-
pends upon natural diet (Danpure et al., 1990). AGT normally
converts glyoxylate to glycine (Danpure & Jennings, 1986).
However, the sites where the conversion occurs, as well as
the precursors of glyoxylate, are both related to natural diet
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(Danpure, 1997). In herbivores, the main precursor of glyoxy-
late is thought to be glycolate, which is converted to glyoxylate
in the peroxysomes (Noguchi, 1987). In carnivores, the major
precursor is hydroxyproline, which is converted to glyoxylate
in the mitochondria (Takayama et al., 2003). Therefore, the
fact that in herbivores, AGT is principally found in perox-
ysomes, while in carnivores it is found in mitochondria, might
reflect a more effective glyoxylate detoxification by AGT at
the site of glyoxylate synthesis (Danpure, 1997). In humans,
AGT is usually targeted in the peroxysomes (Cooper et al.,
1988), which might reflect the ancestral herbivorous diet of
hominoids (Holbrook et al., 2000). Therefore, it might well
be that the redirection of a small proportion of AGT from per-
oxysomes to mitochondria in humans leads to a sub-cellular
distribution of AGT that is more compatible with an omnivo-
rous (or carnivorous), rather than herbivorous, diet (Danpure,
1997).

Following this line of ideas, it has been suggested that the
redirection of 5% of the AGT activity from peroxysomes to
mitochondria, due to the Prol1Leu substitution, might give
a selective advantage to individuals who have a larger pro-
portion of meat in their diet (Danpure, 1997), although the
precise link between the functional consequences of the hu-
man non-synonymous substitution Prol1Leu in AGXT and
diet remains hypothetical. Interestingly, if this mutation is ad-
vantageous in populations with a meat-rich diet, it should
have been selected for during the ice age periods, when our
hunter-gatherer ancestors were highly dependent on meat-
based resources. Hence, we should now observe a decrease
of selective constraints in populations with a lower propor-
tion of meat in their diet, like agriculturalists, as compared to
hunter-gatherers and herders.

The prediction that the Prol1Leu detrimental substitution
has been, and/or still is, advantageous for individuals who have
a meat-rich diet has been tested by Caldwell et al. (2004). To
do so, they first determined the frequency of the Prol1Leu
substitution C — T in 11 human populations. They found the
highest frequency of the derived T allele in the Saami (27.9%,
see also Kozlov et al., 2008), a population of herders known to
have a meat-rich ancestral diet (Haglin, 1991, 1999), and the
lowest frequency in the Chinese (2.3%) and Indian popula-
tions (3.0%), which are supposed to have, respectively, mixed
and vegetarian ancestral diets. They concluded that the fre-
quency of the T allele in human populations has been shaped
by dietary selection pressure. Yet, this apparent correlation
between the Prol1Leu T allele frequency and the ancestral
diet is not robust to the inclusion of, e.g., the Mongol sample,
which shows a low frequency of the T allele (6.9%), although
the diet of these traditionally nomadic herders mainly consists
of meat, milk and dairy products (see Hruschka & Brandon,
2004). Caldwell et al. (2004) also compared the genetic differ-
entiation (as measured by the parameter Fgr) at the Prol1Leu

Annals of Human Genetics (2009) 00,1-8

polymorphism for Nigerians, Chinese and Saami to that ob-
served at 33,487 presumably neutral SNPs typed in related
populations (African Americans, East Asians and European
Americans). The rationale was to test whether the genetic
differentiation at the Prol1Leu polymorphism exceeded that
of the rest of the genome, which could be interpreted as a
signature of divergent selection. They found that the Fgr es-
timate at the Prol1Leu polymorphism lay in the tail of the
distribution of genome-wide Fst estimates, although not sig-
nificantly (p = 0.074 and p = 0.266, respectively, for the
Saami vs. Chinese and Saami vs. Nigerians comparisons).

Caldwell et al.s (2004) results are therefore tentative, and
require further investigation. For example, it would be inter-
esting to test whether the proportion of genetic variance ex-
plained by diet at the Prol1Leu polymorphism is significantly
different from that observed in the rest of the genome. To ad-
dress this question, hierarchical analysis of molecular variance
(AMOVA, Excoftier et al., 1992) can be used to apportion
the total observed genetic variation among nested hierarchical
levels, with populations pooled into groups according to their
ancestral diet. In this study, we aim at testing Danpure’s (1997)
hypothesis that the Prol1Leu replacement in AGXT is ben-
eficial for individuals who have a predominantly meat-based
diet. To that end, we provide new data collected from seven
traditionally nomadic herder populations and four seden-
tary agriculturalist populations from Central Asia, that differ
by their lifestyle and ancestral diet. In the following, as in
Caldwell et al. (2004), we use the current lifestyle of popula-
tions as a proxy to the ancestral lifestyle. We do not necessar-
ily assume a strict continuity in the subsistence pattern from
the ice-age hunter-gatherer populations to the extant herder
populations. We rather assume that, since the Neolithic tran-
sition, herder populations relied predominantly on meat and
dairy products, as opposed to agriculturalist populations who
had a mixed or more balanced diet. Analyzing these original
data together with published data sets, we specifically ask (i)
whether the Prol1Leu allele frequency correlates with ances-
tral diet, (i) whether the genetic differentiation at the AGXT
gene departs from the genome wide differentiation as a con-
sequence of selection, and (iif) whether the proportion of
genetic variance explained by diet at this gene is larger than
that of the rest of the genome.

Materials and Methods

DNA Samples

We sampled seven populations of traditionally nomadic herders
and four populations of sedentary agriculturalists from West
Uzbekistan to East Kyrgyzstan, representing respectively 214
and 90 healthy adult men from five ethnic groups (Kyrgyz,

© 2009 The Authors
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Genetic Adaptation to Meat-Based Diet?
Table 1 Samples Description
Sampled populations (area) Acronym Location Long. Lat. n p (%)
Tajiks (Ferghana) TIR Tajikistan / Kyrgyzstan border 40.36 71.28 17 17.6
Tajiks (Gharm) TJE Northern Tajikistan 39.12 70.67 23 19.6
Tajiks (Penjinkent) TDU Uzbekistan / Tajikistan border 39.44 68.26 24 20.8
Tajiks (Yagnobs from Douchambe) TJY Western Tajikistan 38.57 68.78 26 26.9
Karakalpaks (Qongrat from Karakalpakia) KKK Western Uzbekistan 43.77 59.02 23 15.2
Kazaks (Karakalpakia) KAZ Western Uzbekistan 43.04 58.84 30 1.7
Kazaks (Bukara) LKZ Southern Uzbekistan 40.08 63.56 49 9.2
Kyrgyz (Andijan) KRA Tajikistan / Kyrgyzstan border 40.77 72.31 32 14.1
Kyrgyz (Narin) KRG Middle Kyrgyzstan 41.6 75.8 20 7.5
Kyrgyz (Narin) KRB Middle Kyrgyzstan 41.25 76 26 11.5
Turkmen (Karakalpakia) TUR Western Uzbekistan 41.55 60.63 34 13.2
Sichuan Chinese CHI 86 2.3
Armenians ARM 73 19.2
North Welsh NOR 82 14.6
Nigerians NIG 62 8.9
Mongols MON 80 6.9

Sedentary agriculturalist populations are in white; traditionally nomadic herders are in gray. The five latter populations (in italics) correspond
to the populations studied by Caldwell et al. (2004) for the Prol1Leu polymorphism, included in the present analysis. Long., longitude; Lat.,
latitude; n, sample size; p, frequency of the derived T allele of the Prol1Leu polymorphism in AGXT.

Karakalpaks, Kazaks, Turkmen and Tajiks; see Table 1). We col-
lected ethnologic data prior to sampling, including the recent ge-
nealogy of the participants. Using this information, we retained
only those individuals that were unrelated for at least two genera-
tions back in time. All individuals gave their informed consent for
participation in this study. Total genomic DNA was isolated from
blood samples or from saliva using a standard phenol-chloroform
extraction protocol (Maniatis et al., 1982). We also used the data
from 5 populations genotyped by Caldwell et al. (2004) at the
Prol1Leu polymorphism: Sichuan Chinese, Mongols, Armeni-
ans, North Welsh and Nigerians, for which neutral data were also
available on closely related populations (Han Chinese, Mongols,
Adygeis, Orcadians and Yorubas, respectively).

Genotyping

The ProllLeu substitution (nucleotide C in chimpanzees,
C or T in humans) was detected by PCR-RFLP. PCR
amplifications were performed in a 10 pL final volume
containing 1X Eppendorf buffer, 125 uM of each dNTP,
0.5 U of Eppendorf Taq polymerase, 125 nM of for-
ward (5'-GCACAGATAAGCTTCAGGGA-3') and reverse (5'-
CTTGAAGGATGGATCCAGGG-3') primers, and 10 ng of
DNA. The reactions were performed in an Eppendorf Mas-
tercycler with an initial denaturation step at 94°C for 5 min,
followed by 40 cycles at 94°C for 30 s, 59°C for 1 min and 72°C
for 30 s, with a final extension step at 72°C for 10 min. PCR
products were then incubated overnight at 37°C, with 10 units
of the restriction endonuclease Styl, 0.01 ug/uL acetylated BSA
and NEB Buffer 3, in a 15 uL final volume. Digestion products
were then electrophoresed at 4°C overnight on a 2% agarose gel
stained with ethidium bromide.

© 2009 The Authors

There are two main forms of AGXT across human popu-
lations, the “major” allele (Ma) and the “minor” allele (Mi).
Among other differences between the two alleles, the Mi al-
lele presents a 74-bp duplication in intron 1 of the gene. In
Caucasian populations, the Prol1Leu polymorphism is in strong
linkage disequilibrium with the Mi allele, and it has been pre-
viously suggested that the presence of the 74-bp duplication
would be indicative of the Prol1Leu polymorphism (Purdue
et al., 1991). The Prol1Leu substitution C — T induces a Styl
restriction site loss. Therefore, after digestion of the PCR prod-
ucts with Styl, one expects to find a 512-bp fragment for the
Ma allele (which contains neither polymorphism), and a 619-bp
fragment for the Mi allele (which contains both the 74-bp du-
plication and the Prol1Leu substitution) (Danpure & Rumsby,
1996). However, Coulter-Mackie et al. (2003) also found a 586~
bp fragment in African populations, which they referred to as
the Mi® allele. This fragment contains the 74-bp duplication
but not the Prol1Leu substitution. Importantly, Coulter-Mackie
et al. (2003) never found Prol1Leu on the background of the
Ma allele, i.e. without the duplication. Therefore, after digestion
with Styl, we expected to observe the three kinds of fragments,
potentially: the Ma allele without Pro11Leu (512 bp), the Mi al-
lele with Pro11Leu (619 bp), or the Mi® allele (586 bp) without
Prol1Leu.

Data Analysis

We aimed to evaluate whether the genetic differentiation ob-
served at the Prollleu polymorphism departed from the
genome-wide differentiation expected at neutrality among 16
populations whose ancestral diet was known: the 16 popula-
tions consisted of the 11 Central Asian populations described

Annals of Human Genetics (2009) 00,1-8
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above, and 5 populations genotyped by Caldwell et al. (2004)
at the Prol1Leu polymorphism: Sichuan Chinese, Mongols,
Armenians, North Welsh and Nigerians. In order to estimate
the expected neutral differentiation, we used the genotypic data
at 27 autosomal short tandem repeat (STR) markers from Ségurel
et al. (2008) for the 11 Central Asian populations, as well as data
from the HGDP-CEPH Human Genome Diversity Cell Line
Panel dataset (Rosenberg et al., 2002) genotyped at the same
STR markers as were used for the Han Chinese, the Mongols,
the Adygeis, the Orcadians and the Yorubas. Although these lat-
ter populations are not strictly those for which the Prol1Leu
frequency data were available, they are probably very closely
related.

To identify the signatures of natural selection we used a
modified version of the software package Drpist (Beaumont &
Nichols, 1996). This method is based on the principle that ge-
netic differentiation among populations is expected to be higher
for loci under divergent selection than for the rest of the genome.
The rationale here was to compute Fsr and the overall heterozy-
gosity of the pooled sample for the Prol1Leu substitution, and
then to compare this value to a neutral distribution of Fg condi-
tional on heterozygosity, generated by means of coalescent simu-
lations in a symmetrical island migration model at migration-drift
equilibrium (Wright, 1951), given the observed level of differ-
entiation measured at the 27 autosomal STRs (Fst = 0.019).
Since the software package Depist was specifically designed for
the analysis of bi-allelic, dominant markers (see, e.g., Bonin et al.,
2006), we modified it in order to simulate co-dominant, bi-allelic
data (code available upon request). 500,000 coalescent simula-
tions were performed with a 50-demes island model and 6 =
2nNp = 0.2 (where n = 50 is the number of demes of size N,
and p is the mutation rate). This particular 8 value would corre-
spond, e.g., to N = 100 and pt = 2 x 107>, Because this choice
of parameter value might seem somewhat arbitrary, we checked
that the distribution of Fst conditional on heterozygosity was
robust to alternative values (§ = 0.02 and 6 = 2.0), particularly
in the range of heterozygosity observed at AXGT (H, = 0.207)
(data not shown).

The maximum frequency of the most common allele allowed
was set to 0.99, for the simulated datasets. To obtain a close
approximation of the expected joint distribution of Fst and het-
erozygosity, we followed the algorithm detailed in the Appendix
of Vitalis et al. (2001). This algorithm takes the pairs of (Fst, H)
estimates from the simulations to generate a 2D histogram, which
is a close approximation to the bivariate probability distribution.
We further used the Averaged Shifted Histogram (ASH) algo-
rithm (Scott, 2002) to smooth the probability distribution, and
to provide a continuous “high probability region” that contains
90%, 95%, or 99% of the total probability distribution. Finally, we
derived an empirical p-value for the joint (Fst, H,.) estimate at
the Pro11Leu polymorphism observed in the real dataset. To do
so, we calculated the relative frequency of this observation over
the full set of simulated data, i.e. the height of the 2D histogram’s
cell that corresponds to the Prol1Leu (Fst, He) estimate. The
empirical p-value was then calculated as the proportion of the
bivariate probability distribution of the full set of simulations,

Annals of Human Genetics (2009) 00,1-8

which is less probable than the Prol1Leu (Fst, H,) estimate. A
so-obtained p-value equal to, say, 0.05 indicates that 95% of the
simulated data are more probable than the observed Prol1Leu
(Fst, He) estimate (or, conversely, that only 5% of the simulated
data show as “extreme” (Fst, H.) estimates as at Prol1Leu). In
that case, the Prol1Leu (Fst, H.) estimate would lie at the limit
of the 95% “high probability region”.

Because we also aimed to test whether the proportion of
genetic variance explained by diet was larger than that of the
rest of the genome, hierarchical analyses of molecular vari-
ance (AMOVAs) were performed, using diet as an explaining
factor. Sedentary agriculturalist populations from Central Asia
(see Table 1), along with the Sichuan Chinese, the Armenians,
the North Welsh and the Nigerians were considered as having
a meat-poor diet, and the traditionally nomadic herders from
Central Asia (see Table 1), along with the Mongols, as hav-
ing a meat-rich diet. We used exactly the same simulated data
as for the Drpist analysis previously described, except that we
considered diet as a fixed factor in the AMOVA. Hierarchical
AMOVAs were all performed with the statistical software R (R
Development Core Team, 2007) using the ade4 package (Dray &
Dufour, 2007) to calculate the genetic variance components. For
each simulated dataset, we calculated the parameter Fcr, which
measures the part of the variation accounting for differences be-
tween diet groups. We then estimated the joint distribution of
Fcr conditional upon heterozygosity, and proceeded in much
the same way as for the joint distribution of Fst and He.

Results and Discussion

AGXT Genetic Diversity

We found only two alleles at the Prol1Leu polymorphism in
AGXT in the Central Asian samples: the major allele without
Prol1Leu (Ma, 512 bp) and the minor allele with Prol11Leu
(M1, 619 bp), which differ by the presence of a 74-bp duplica-
tion in intron 1 (see the Materials and Methods section). We
did not observe a 586-bp fragment, which would correspond
to an allele with the 74-bp duplication but without Prol1Leu
(Mi? allele). We can therefore conclude that the Prol1Leu
substitution 1s strongly associated to the 74-bp duplication
in Central Asian populations, as it was found in Caucasian
populations (Purdue et al., 1991), but not in South African
populations (Coulter-Mackie et al., 2003).

Does the Prol1Leu Allele Frequency Correlate
with Life-Style?

Despite within-group heterogeneity (see Table 1), the fre-
quency of the derived T allele of the Prol1Leu polymor-
phism is significantly higher among agriculturalists (17.6—
26.9%) than among herders (1.7 — 15.2%) in Central Asia

© 2009 The Authors
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(Wilcoxon signed-rank test, p-value = 0.003). This contra-
dicts Danpure’s (1997) well accepted hypothesis, which claims
that this presumably detrimental mutation in AGXT, involved
in primary hyperoxaluria type 1 disease, might be positively
selected in human populations with a more carnivorous diet,
such as herders. Yet our results are not the only ones to chal-
lenge Danpure’s (1997) hypothesis. It is indeed worth noting
that Caldwell et al. (2004) also found a low frequency of the T
allele (6.9%) in their Mongol sample, although the diet of this
population is known to be strongly meat-based (Hruschka &
Brandon, 2004), and a high frequency of the T allele (19.7%)
in their Norwegian sample, although Norway is a farming
population with a mixed ancestral diet.

Is Genetic Differentiation Stronger at AGXT
as Compared to the Rest of the Genome?

We used the overall Fsr estimate among 16 worldwide pop-
ulations, calculated from the 27 presumably neutral STR loci
(Fst = 0.019), to perform the coalescent simulations and
generate the distribution of Fst conditional upon heterozy-
gosity expected for neutral, bi-allelic co-dominant mark-
ers. As depicted in Figure la, we found that the Prol1Leu
polymorphism (Fst = 0.025) does not depart significantly
from the neutral expectation, given the STR data (p-value =
0.214). This suggests that demography mainly shapes the ob-
served variation at the Prol1Leu polymorphism. It might
well be that the present sampling scheme better fits a hier-
archical island model (Slatkin & Voelm, 1991, Vigouroux &
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Couvet, 2000), with some populations exchanging more mi-
grants within ethnic groups than between ethnic groups. This
is the case, e.g., of Central Asian herder populations, which
are less differentiated on average, as compared to agricultur-
alist or worldwide populations (see Table 2). Yet, Excoffier
et al. (2009) have shown that taking the hierarchical structure
of populations into account results in a much wider distribu-
tion of Fst vs. H, than expected with a strict island model.
Hence, ignoring the hierarchical structure, when it exists,
tends to generate an excess of false positive outlier loci. Here,
since the Prol1Leu polymorphism does not depart from neu-
trality when we assume a simple island model, we also expect
Prol1Lleu to lie within the Fgt vs. H. distribution, when
accounting for a more complex hierarchical structure.

Interestingly, this result somehow confirms that of Caldwell
et al. (2004) who also found that the genetic differentiation
measured at Pro11Leu was not significantly different from the
genome-wide (presumably neutral) differentiation. Although
they claimed that the genetic differentiation at Pro11Leu lay
in the tail of the presumably neutral distribution, they based
most of their analyses on the pairwise comparisons between
the Saami population and both the Chinese and the Nigerian
populations. Yet, it is worth stressing that the Saami popula-
tion is commonly considered as a genetic isolate in Europe
(Tambets et al., 2004) and is therefore not easily comparable
to the HGDP-CEPH sample. This is why we discarded this
sample from the present study. As it is very likely that the
Saami population underwent strong genetic drift, demog-
raphy could indeed account for the high frequency of the
Prol1Leu T allele observed in this population.
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Figure 1 Joint distribution of Fsr (a) and Fcr (b) vs. the overall heterozygosity of the pooled sample (H.) expected under neutrality,
across 16 worldwide populations. The 90%, 95% and 99% confidence regions of the null distribution are shown from darker to lighter
grey, respectively. The smoothed density was obtained using the Average Shifted Histogram (ASH) algorithm (Scott, 2002) with
smoothing parameter m = 2. The black dots represent the observed measures of differentiation and heterozygosity at the Pro11Leu

polymorphism.
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Table 2 Pairwise Fst between the studied populations, for 27 autosomal STRs

Han Mongola Orcadian Adygei Yoruba KAZ KKK KRA KRB KRG LKZ TUR TDU TJE TJR TJY

Han B sk sokok seokk sokk Hokok kg stk skt stk skt sokok stk skt $eokok
Mongola —0.004 sk sk seokok % $okok sekok _ sk * sk $eokk $okk Hokok seokok
Adygei 0.090 0.081 0.009 seokk seokk Hokok sokok stk skt stk skt sokok sk sk seokok
Yoruba 0.132 0.119 0.065 0.059 sokok sk ok ok sk *okok sk sk ok sk *kk *kk *kk
KAZ 0.020  0.010 0.054 0.037  0.078 ok o o - - ok x4 Y ok R
KKK 0.026  0.019 0.043 0.024 0.077  0.005 o o o - o W ok ok o
KRA 0.018  0.012 0.062 0.044 0.085 0.004 0.007 o ok o ok *R o ok o
KRB 0.012  0.005 0.063 0.041  0.087 0.002 0.004 0.002 ok - y 4 g jis” ok R
KRG 0.028  0.021 0.058 0.041  0.083 0.003 0.010 0.011 0.008 * Y s ok o ok
LKZ 0.022  0.013 0.043 0.027  0.075 0.001 0.000 0.004 0.002 0.004 *X o o ok o
TUR 0.051  0.042 0.022 0.012 0.057 0.016 0.012 0.020 0.021 0.021 0.010 gk o ok R
TDU 0.063  0.054 0.029 0.012  0.064 0.022 0.020 0.030 0.029 0.025 0.016 0.008 ok ok ok
TJE 0.068  0.058 0.025 0.011  0.060 0.022 0.020 0.031 0.030 0.027 0.017 0.011 0.016 ok o
TJR 0.053  0.046 0.031 0.012 0.062 0.017 0.013 0.021 0.022 0.018 0.010 0.011 0.012 0.009 o
TJY 0.093  0.082 0.029 0.014  0.060 0.043 0.033 0.048 0.053 0.048 0.033 0.024 0.022 0.022 0.023

Refer to Table 1 for population acronyms. Fsr estimates (below the diagonal) were calculated with the software package Generor v. 4.0

(Rousset, 2008). Results from exact tests of differentiation are given above the diagonal. -: non significant, *: p < 0.05, **: p < 0.01 and

= p < 0.001.

Is Genetic Variance Due to Diet Larger for
AGXT as Compared to the Rest of the Genome?

To answer this question, we calculated from each simulated
dataset the parameter Fcr, which measures the part of the
variation accounting for differences between diet groups. The
results are depicted in Figure 1b: the part of the variation
accounting for differences between diet groups, measured at
the Prol1Leu polymorphism (Fcr = 0.002), does not depart
significantly from neutral expectation, given the STR data
(p-value = 0.187).

Alternative Evolutionary Hypotheses

Even though our results show that the differentiation at the
Prol1Leu polymorphism does not significantly depart from
neutral expectation, we cannot rule out that the observed pat-
tern has been shaped by two opposite selective forces. On the
one hand, the Prol1Leu mutation has a presumably deleteri-
ous effect, due to the PH1 disease, while on the other hand
this mutation is argued to be advantageous in association with
a meat-rich diet. Both forces could therefore compensate each
other and wipe out a signature of selection, at least among
herder populations. This, however, barely explains the ex-
treme differences in allele frequency observed between, e.g.,
the Saami and the Mongol populations (Caldwell et al., 2004),
which both share a meat-rich diet.

As the Neolithic transition to agriculture took place
12,000-9,000 BC in Asia and 7,000-5,000 BC in Europe

Annals of Human Genetics (2009) 00,1-8

(and probably even later in Northern Europe), the change
in diet may be so recent that the genetic signature of an
adaptation to an ancestral predominantly meat-based diet still
remains. This may explain why the Prol1Leu is found at
such high frequency in, e.g., the Norwegian population. It
might also be that in this latter agriculturalist population, in-
dividuals have more meat in their diet, as compared to other
agriculturalist populations. Yet, neither hypothesis provides a
satisfactory interpretation of the low frequency of Prol1Leu
observed in Mongolian and Central Asian herders.

One alternative interpretation could be that the associated
causative mutation (Gly170Arg) is not present at the same
frequency in European and Asian populations, therefore al-
lowing the Prol1Leu mutation to reach higher frequencies
in Europe. It would therefore be interesting to collect world-
wide frequency data for Gly170Arg. It might also be that
another, yet unknown, advantageous mutation in AGXT in
Mongolian and Central Asian populations provides alterna-
tive means to detoxify glyoxylate from meat, in the absence
of the Prol1Leu substitution. Such a convergent adaptation
has been described for lactase persistency, with two different
mutations in the LCT gene providing the same phenotype in
Africa and Europe (Tishkoft et al., 2007). Yet it is not clear
how this hypothesis would account for the high frequency of
the Prol1Leu T allele observed in the agriculturalist popula-
tions of Central Asia. Furthermore, because of its implication
in PH1 disease, the AGXT gene has been extensively inves-
tigated (Danpure, 2004), and it seems unlikely that causative
amino acid substitutions have been overlooked.
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In conclusion, our results show that the differentiation at
the Prol1Leu polymorphism does not depart from neutral
expectation, and do not support the general idea that positive
selection has been, or still is, shaping the genetic variation at
the AGXT locus. Yet, importantly, we cannot exclude some
complex scenarios that would involve a combination of the
previous hypotheses: for example, the presence of another
advantageous allele in Mongolian and Central Asian herder
populations (distinct from Prol1Leu), together with a rem-
nant signature of adaptation of to a meat-rich diet among
agriculturalist populations in Europe, might explain the pat-
tern observed. There is no doubt that sequence data in the
AGXT locus would provide powerful tools to test such com-
plex scenarios, by allowing the use of statistical tests of neutral-
ity within populations, e.g., based on the frequency spectrum
of DNA polymorphic sites. However, our approach, which
aimed to evaluate whether worldwide genetic variation at
the Prol1Leu substitution was better explained by demo-
graphic history or by adaptation to diet, has been shown to
be robust to the vagaries of demographic history (Beaumont,
2005), even in the case of partial selection (see Beaumont &
Balding, 2004). Finally, our conclusion that the observed al-
lele frequency differences at the Prol1Leu substitution may
result from demographic history rather than selection, sup-
ports the recent claim that the observed large allele frequency
differences at a number of genetic polymorphisms result from
neutral processes rather than from local adaptation (Hofer
et al., 2009, Coop et al., 2009).
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