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® Laboratoire des Sciences Médico-légales de [université George Washington (Washington, District
of Columbia, USA).
®  GENOME Biotechnologies.
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Résumé :

Les marqueurs génétiques STR (Short Tandem Repeat) a transmission parentale ont été utilisés en
identité humaine il y’a environ 25 ans. Plus récemment, les marqueurs uniparentaux comme I’ADN
mitochondrial (hérité de la mere) et le chromosome Y (hérité du pere) ont été introduits dans les
tests d’identification humaine en vue qu’ils échappent a la recombinaison méiotique. Ainsi,
contrairement aux autosomes ou au chromosome X, tous les ADN mitochondriaux présents dans les
populations humaines peuvent provenir d’un ancétre maternel commun et les chromosomes Y, d’un
ancétre paternel commun. Ces derniers ont donc été utilisés pour préciser géographiquement et
historiquement I'origine de nos ancétres communs les plus récents et les interactions entre les
différentes populations humaines. Ce présent travail décrit la diversité génétique d’'un
échantillonnage de la population marocaine refermant les trois groupes ethniques (Arabophones,
Berbérophones et Sahraouis) selon deux types de polymorphismes: certains marqueurs
microsatellites et bi-alléliques du chromosome Y et la région contréle de I’ADN mitochondrial. Notre
étude a pour objectif d’établir une base de données pour les marqueurs uniparentaux (YHRD et
EMPOP) et retracer 'origine et I'histoire génétique de la population du Nord-Ouest d’Afrique (Maroc)
en s’appuyant sur des données archéologiques et historiques. Pour I'ensemble des marqueurs, nos
résultats montrent une composition génétique mosaique issue d’une population trés ancienne
provient peut-étre du Paléolithique et/ou du Néolithique. Une trés nette différenciation génétique
est observée entre notre population marocaine étudiée et une population d’Egypte; une distinction

moins importante est rencontrée entre les différents groupes de notre population.

Mots-clés : Identité humaine, génétique des populations, ADN mitochondrial, Chromosome Y,

histoire génétique du Maroc.



Abstract:

Bi-parentally inherited short tandem repeat polymorphisms have been routinely used in human
identity testing for about 25 years. More recently, the analysis of uni-parentally inherited markers
from the human Y chromosome and mitochondrial DNA was introduced for special applications of
DNA-based human identification. Thus, unlike the autosomes and the X chromosome, all
mitochondrial DNA present in human populations may come from a common maternal ancestor and
Y chromosomes, a common paternal ancestor. These have been used to identify geographically and
historically the origin of our most recent common ancestors and the interactions between different
human populations. The present work describes the genetic variation of the Moroccan population
samples belonging to the three ethnic groups (Arabic-speaking, Berber speaking and Sahrawi) using
two types of polymorphisms: Y-STR and bi-allelic markers and the control region of the mitochondrial
DNA. Our study aims to establish a database for uni-parental markers (YHRD and EMPOP) and trace
the origin and genetic history of the population of Northwest Africa (Morocco) based on
archaeological and historical data. For all markers, our results show a mosaic genetic composition
from a very old population may stem from the Paleolithic and/or Neolithic. A clear genetic
differentiation was observed between our study populations and a population from Egypt, a less

important distinction is found between the different Moroccan ethnic groups.

Key words: Human identity, genetic populations, mitochondrial DNA, Y Chromosome, Morocco

genetic history.
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Le peuplement du monde par les premiers humains modernes (Homo sapiens) place son origine au
niveau de I'Afrique de I'Est (théorie de I'origine mono centrique dite « Out of Africa»). C'est le
phénomeéne global le plus ancien qu'ait connu notre espéce, conduisant cette derniere jusqu'aux
derniers recoins inhabités de la planete, en dépit d'environnements parfois hostiles. A I'heure actuelle,
de nombreux chercheurs étudient cette globalisation, depuis son origine la plus reculée, il y a plus
100.000 ans, jusqu'aux derniéres conquétes s'achevant dans le courant de notre éere: paléontologues,

archéologues, linguistes et généticiens des populations sont a I'ceuvre pour reconstituer notre passé.

De maniere classique, la génétique des populations a pour objet I’étude de I'impact des différentes
forces évolutives sur la répartition de la diversité génétique entre les populations et dans les
populations. Connaissant la diversité actuelle de notre espéce, les outils de la génétique des populations
permettent de retracer I'histoire des populations, de détecter si certains génes ont été soumis a la
sélection dans notre espéce dans son ensemble ou seulement dans certaines populations. C'est donc un
des outils pertinents pour retracer le passé évolutif d’'une espéce et comprendre sa diversité actuelle.
Parmi les modeles d’études disponibles, les généticiens des populations étudient en particulier le
chromosome Y et I’ADN mitochondrial qui, échappant au phénoméne de recombinaison lors de la
méiose, permettent d’explorer avec un certain degré de fiabilité respectivement les lignées paternelles

et maternelles.

C'est dans ce contexte multidisciplinaire que s’inscrit le sujet de cette these. En effet, si les vestiges
archéologiques et paléoanthropologiques mis au jour témoignent de I'ancienneté (Paléolithique) de
I’'occupation du Maroc par ’'Homme, la question de I’évolution de ces groupes humains jusqu’a nos jours

reste posée en raison des divers évenements préhistoriques et historiques.

Le nom méme de « Maroc » apparait, semble-t-il, sous les Saadiens, dynastie ayant régné de 1554 a
1659. Il serait le résultat de la contraction du nom de la ville de Marrakech, la principale de leurs

capitales. Auparavant, pour désigner le Maroc, on parlait de Maghreb el-Ag¢a ou Maghreb extréme.

Le Maroc situé dans le nord-ouest de I'Afrique appartient au monde de la Méditerranée. Séparé de
I’Europe par un détroit large de quelques kilometres a peine, le pays est bordé par I'océan Atlantique a

I'ouest, par I'Espagne, le détroit de Gibraltar et la mer Méditerranée au nord, par I'Algérie a I'est, et de
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facto au sud par la Mauritanie au-dela du Sahara atlantique. Le Maroc fait partie des Etats du Maghreb,

il est considéré comme étant le pays le plus occidental.

Certaines populations avaient une place de premier ordre : les populations Amazighes. En effet,
leurs ancétres sont considérés comme les plus anciens autochtones Nord-Africains, sans doute depuis le
Paléolithique (ou le Capsien), mais dont la présence serait incontestablement marquée au Néolithique
(vers 7000 ans B.P dans les régions sahariennes et 4 300 ans B.P au Maghreb). Ces hommes ont ensuite
connu un passé tres riche en invasions, conquétes et tentatives d’assimilation notamment les
phéniciens, carthaginois, romains, vandales, byzantins. Ces migrations et expansions de populations ont
certainement laissé leurs empreintes dans la composition génétique des groupes Amazighes. Ce travail
de these s’appuie sur cette remarque d’ordre biologique et décrit, a travers I'étude des populations
actuelles, le patrimoine génétique de la population marocaine qui renferme a nos jours trois groupes
ethniques (Arabophones, Berbérophones et Sahraouis). Il tente également de mesurer si celui-ci a pu
étre modifié lors des divers évenements historiques qui se sont succédés au Nord de I'Afrique. La
période la plus importante et la plus marquante pour I'histoire du nord de I'Afrique a été la présence
des arabes (amorcée au VII*™ siécle). Celle-ci a induit de profonds changements culturels dans les
populations Amazighes en imposant tout d’abord la religion, I'lslam, puis, dans un deuxieme temps, la
langue de ces conquérants, I'arabe. Notre objectif est de mieux appréhender les impacts génétiques des

migrants arabes sur les Berbeéres du Nord-Ouest d’Afrique et de voir si une éventuelle différenciation

génétique entre ces deux groupes est a mettre en paralléle avec leur langue.

Dans ce travail, la description de la structure génétique d’un échantillonnage de la population
marocaine est basée sur la recherche de divers polymorphismes situés sur les marqueurs uni-parentaux:
deux polymorphismes au niveau du chromosome Y, les marqueurs bi-alléliques (SNP) et les
microsatellites Y-STRs, et le polymorphisme extranucléaire de I’ADN mitochondrial (ADNmt). Ces deux
types de marqueurs ont un grand intérét aussi en génétique médico-légale. Le chromosome Y ne
pouvant provenir que du peére, tous les hommes de la méme lignée paternelle présente un profil
identique. Ce type de polymorphisme est principalement utilisé dans le cadre des dossiers de moeurs,
lorsqu’une faible quantité d’ADN masculin est mélangé a une grosse quantité d’ADN féminin issu de la

victime. L'analyse de 'ADNmt peut donc étre une alternative intéressante lorsque I'analyse de 'ADN
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nucléaire a peu de chance de réussite, principalement pour I'analyse des cheveux, d’échantillons trés
anciens ou encore d’échantillons dégradés. D’autant plus que I'avantage d'utiliser I'ADN mitochondrial
pour l'analyse de la diversité génétique de nos ancétres, réside dans le fait que les mitochondries sont
transmises uniquement par la mére. Cela permet donc de suivre des populations en comparant le degré

de similarité de leur ADN mitochondrial.

Ainsi, notre analyse de ces différents types de polymorphismes des marqueurs microsatellites et bi-

alléliques du chromosome Y, et ' ADN mitochondrial est menée selon quatre principaux objectifs :

1. Situer la diversité génétique de notre échantillonnage de la population marocaine parmi celle de
populations géographiquement proches, notamment les populations du Nord d’Afrique, Sud-
Ouest Européennes, d’Asie et de I'Afrique.

2. Décrire la composition génétique de notre échantillonnage pour les marqueurs bi-alléliques.

3. Elargir I'échantillonnage et étaler I'analyse sur toute la région contréle pour le polymorphisme
de I’ADN mitochondriale (précédemment limité selon la littérature que sur la région HVI et HVII
de la région controle).

4. Etablir la base de donnée pour les marqueurs STR du chromosome Y sur YHRD (www.yhrd.org)

et sur EMPOP (www.empop.org) pour ’ADN mitochondrial.
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|. Histoire du Maroc

Le Maroc est une région du nord-ouest de I'Afrique dont le nom méme, dérivé de Marrakech, ville
impériale et capitale de 1062 a 1273, remonte au XVle siécle. Le pays a connu des peuplements
phéniciens, carthaginois, romains, vandales, byzantins avant d’étre islamisé par les arabes. C’est lors
de son exil qu'ldriss Premier, fuyant les persécutions du califat des Abbassides, en 788, a donné
naissance a un Etat dans ce Maghreb el-Ag¢a ou Maghreb extréme (Bernard Lugan, 2000). Le Maroc

a toujours gardé, si ce n'est son indépendance absolue, une trés forte autonomie.

Selon I'historien Bernard Lugan l'attrait des richesses provenant du commerce du Sud (Sahara)
vers le Nord (lI'occident) va attirer les convoitises de diverses tribus avec pour ville carrefour
Marrakech (la porte du désert) qui deviendra naturellement la capitale de diverses dynasties en
particulier celles venant du Sud (Almoravides, Almohades, Saadiens); c'est la raison pour laquelle,
toute I'histoire du Maroc (des Idrissides aux Alaouites) fut marquée par le commerce des richesses
du Sud vers le Nord. L'histoire et I'origine du Maroc furent, sont et seront marquées par le lien avec

le Sahara.

I.1. Les estampilles de peuplement au Maroc du Paléolithique au Néolithique

L'Homme a laissé de nombreuses traces au cours de toute la période préhistorique, marque d'un

peuplement trés ancien.

Paléolithique inférieur

Des indices datant d'au moins 1.2 Millions d’années (Raynal et al., 2010) traduisent une premiére
activité humaine. Ces hommes vivaient principalement de la cueillette et de la chasse. Les outils de
cette époque sont les galets aménagés, le biface, les hachereaux découverts notamment dans les

régions de Casablanca et de Salé.

Paléolithique moyen

D'aprés les travaux de plusieurs chercheurs (Roche, 1953, 1967 et 1969 ; Hublin et al., 1988),

I'Atérien est précédé par le Moustérien. Mais peu d'indications sont disponibles sur sa date (environ
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30 000 ans B.P.) et sur sa localisation dans le gisement de Taforalt par exemple. Néanmoins, cette

relation est plus claire dans la grotte de Rhafas au niveau de la Région d’Oujda (Wengler, 1993).

Les nouvelles fouilles dans plusieurs sites au Maroc ont plus mis l'accent sur la précision du cadre
stratigraphique, chronologique et paléo-environnemental dans cette période. Parmi les sites les plus
importants on peut citer la grotte des pigeons a Taforalt compte tenu de la complexité de la
stratigraphie du remplissage, la cavité a été subdivisée dans un premier lieu en plusieurs secteurs
puis dans un second lieu une interprétation de I'ensemble du site a été proposée (Bouzouggar et al.,
2007). Le Paléolithique moyen est principalement identifié dans les secteurs 1 et 2. La plus
importante caractéristique de cette période correspond a plusieurs niveaux atériens dont la base
date au-dela de 100 000 ans B.P. (Humphrey et al., 2012) et le sommet de la séquence est encore
difficile a interpréter malgré I'obtention de plusieurs dates, car les objets archéologiques trouvés
dans des niveaux sirs, présentent des caractéres a la fois du Paléolithique moyen et du Paléolithique

supérieur.

D'apreés les auteurs des nouvelles recherches dans la grotte des Pigeons a Taforalt, elle a révélé le
plus ancien niveau atérien au Maroc contenant des objets de parure (Nassarius gibbosulus) ocrés
considérés comme parmi les plus anciens au monde et qui ont été datés par quatre méthodes
différentes qui ont fourni un age au-dela 100 000 ans, (Bouzouggar et al., 2007 ; Humphrey et al.,

2012).

Paléolithique supérieur

D'aprés I'abbé Jean Roche, le Paléolithique supérieur représenté dans la grotte de Tafouralt par
I'lbéromaurusien date de 21 900 ans B.P., ce qui fait de ce site avec le gisement de Tamar Hat en
Algérie (Saxon et al., 1974) comme les plus anciens témoins du Paléolithique supérieur en Afrique du

Nord et qui a perduré jusqu'a environ 10 800 ans B.P.

La grotte des Pigeons a également fonctionné au cours d'une période du Paléolithique supérieur,
comme une nécropole. Les fouilles de I'abbé Jean Roche ont mis au jour plus de 180 squelettes
(Roche, 1963) et qui ont été étudiés en détail par Denise Ferembach (Ferembach et al., 1963). Dans
le niveau de la nécropole a été également exhumé un squelette dont le crane présente les traces

d'une trépanation considérée comme la plus ancienne au monde. Les radiographies (Ferembach,
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1962) ont démontré la présence d'un processus de cicatrisation ce qui impliquerait que l'individu a

survécu a cette opération.

Si les phases récentes du Paléolithique supérieur dans la grotte sont claires et ne different guere
de ce qui a été décrit par I'abbé Jean Roche (Roche, 1963), les phases anciennes sont tres difficiles a
interpréter et correspondraient a I'un des plus anciens faciés de I'lbéromaurusien en Afrique du Nord

(Barton et al., 2007 ; Humphrey et al., 2012 ; Bouzouggar et al., 2006).

L'identification des charbons de bois (anthracologie), montre la présence du cedre a la base de

I'lbéromaurusien et au sommet de la séquence dans cette grotte (Ward, 2007).

Le Néolithique

Le mot Néolithique désigne littéralement le nouvel dge de la pierre. Ce terme a été proposé en
1865 par le préhistorien John Lubbock. Le Néolithique est une période de la Préhistoire qui a occupé
une durée de temps relativement courte s’échelonnant du VII au 1lI° millénaire av. J.C. et marquée
par de profondes mutations techniques, économiques et sociales, liées a I'adoption par les groupes
humains d’'un modeéle de subsistance fondé sur I'agriculture et la domestication des animaux, et
impliquant le plus souvent une sédentarisation. Les principales innovations techniques sont la
généralisation de I'outillage en pierre polie et de la poterie. Ces productions et modes de vies sont
communément appelés « néolithisation » et correspondent, en réalité, a plusieurs Néolithiques
résultant des adaptations aux changements climatiques dans différentes régions. Ces
transformations se sont mises en place progressivement dans le contexte marocain, ainsi les cultures

possédant au moins un critere de néolithisation est considéré comme néolithique.

C'est dans le contexte climatique que s’est effectuée la transition de I'lbéromaurusien vers le
Néolithique. La rareté des données archéologiques ne permet cependant pas une reconstitution
satisfaisante. Il semble toutefois que le contexte culturel ait toujours été fortement marqué par des
productions et des systémes de subsistance connus au cours de I'lbéromaurusien, comme la chasse,
la cueillette et la fréquence d’un outillage composé essentiellement d’outils taillés. Malgré cette
continuité apparente, certains auteurs soutiennent que la diffusion du Néolithique s’est effectuée du
nord vers le sud, a partir de la Péninsule ibérique. Cette hypotheése s’appuie sur I’étude d’un type de
céramique décorée a la coquille de cardium « cardium edule », d’ou I'appellation de céramique

cardiale (Mohamed Kably et al., 2011).
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La navigation dans le bassin méditerranéen ayant été vraisemblablement pratiqués, la céramique
cardiale s’inscrirait dans un courant d’échanges entre les deux rives de la méditerranée par le détroit
de Gibraltar, et non dans un contexte de déplacements massifs ou de remplacement de la
population. Les données de I'anthropologie biologique ne vont pas a I'encontre de ce constat, car, a
cette époque, le peuplement humain au Maroc n’a pas été bouleversé par de nouveaux arrivants
puisqu’il était marqué par la présence de Mechtoides. Mais, progressivement, d’autres types humais
ont faire leur apparition. Le Néolithique montrerait donc une diversité biologique et culturelle qui
serait due a une ouverture sur I'espace régional, a des adaptations aux fluctuations climatiques et

I’adoption de régimes alimentaires différents selon les aires géographiques.

Sur le plan répartition spatiale, le Néolithique est connu dans toutes les régions du Maroc, avec
des spécificités locales. Cependant, I’état actuel des connaissances ne couvre que les zones du Sud

Saharien, du Haut-Atlas, du Nord, de I'Oriental et de la Meseta marocaine.

I.2. Le Maroc antique

Les Phéniciens, commercants entreprenants, installent leurs premiers établissements sur les cotes
marocaines dés le XII°siécle av. J.-C. selon les sources et fondent des port-comptoirs comme Tingi
(Tanger) ou Lixus (Larache). C'est a partir de la fondation de Carthage (en Tunisie, Maghreb de I'est)
que la région commence a étre réellement mise en valeur. L'influence punique (carthaginois) se fera
sentir pres de mille ans au Maroc, dans ses relations avec les chefs de tribus berbéres locales : en
effet & partir du VI° siécle, les carthaginois en quéte d'or (tiré de I'Atlas), de pourpre (coquillage que
I'on trouve a Mogador par exemple, et qui donne la teinture du méme nom), vont commercer avec

les habitants du Maroc.

C'est a partir du V¢ siecle av. J.-C. que, dans le nord du Maroc, apparait la premiére organisation
politique du pays : le royaume de Maurétanie apparait, résultat de la fédération de différentes tribus

berbéres qui avaient profité de I'influence punique (Jean Carcopino, 1943) (Figure 1).

Lorsque les Romains arrivent vers le 11° siécle av. J.-C., aprés la destruction de Carthage, ils sont
d'abord alliés a ce royaume de Maurétanie qui leur permet de lutter et de prendre a revers le chef
numide Jugurtha. La Maurétanie devient un royaume ami, un « état-client », qui, s'il dépend
étroitement de Rome et prendra part a toutes les querelles internes de I'Empire, reste de fait

indépendant. En année 40 (Calendrier Julien), le royaume des Maures perd son roi. Caligula, qui I'a
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fait assassiner, fait face a la guerre d'Aedemon : Il faudra quatre ans pour mater cette révolte et en
46, l'empereur Claude annexe le royaume qui devient la Maurétanie tingitane (chef-lieu Tingi,
devenu Tanger). La domination romaine se limite aux plaines du nord (jusqu'a la région de Volubilis
prés de Meknes) et I'Empire ne cherche pas a controler la région tres fermement : il semble que les

tribus berbéres autonomes et pacifiques étaient imbriquées dans les possessions romaines. Pour

autant Rome doit lutter sans cesse contre les Berbéres montagnards.

Figure 1: Carte du nord Afrique montrant les provinces de la Maurétanie : Maurétanie Tingitane a
I'ouest (Maroc actuel), Maurétanie Césarienne au centre-ouest, Numidie au centre-est et
Africa a I'est [H. Kiepert, Antique Atlas, Berlin].

Au méme titre que le reste de I'Afrique du nord, la Maurétanie Tingitane va connaitre la
christianisation. Des dizaines d'évéchés couvrent la région, s'adressant d'abord aux populations
romaines puis aux romanisés. C'est en 298, a Tanger, sous Dioclétien que saint Marcel, centurion
romain, est décapité (Anne Bernet, 2006). Les berbéres du Maroc ne seront, a la différence des
berbéres d'Algérie et de Tunisie, que trés peu christianisés. Deux évéchés ont été identifiés en

Tingitane (a Tanger et Larache).

Au 11I° siécle, I'Empire recule. C'est aussi le cas en Afrique du Nord et en particulier au Maroc : la
Maurétanie Tingitane se retrouve réduite a la seule ville de Tingi et a la c6te nord. Les villes du sud
sont toutes abandonnées, y compris la grande cité Volubilis. Au sud seul le port de Sala est conservé

a I'Empire. Les raisons de ce repli sont mal connues : pression des berbéres montagnards et du sud?
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Crise économique plus violente dans cette région ? Affaiblissement di aux conflits dynastiques de

I'Empire avec I'épisode des Gordiens? (Bernard Lugan, 1992).

Profitant de I'affaiblissement de I'Empire romain d'occident, une troupe de barbares de langue
teutonne, formées de Sueves, de Vandales et d'Alains traverse le Rhin en 406. Les Vandales
descendent alors en Espagne et passent en Afrique en 429. IIs atteignent Hippone (Algérie) en 430.
Le gouvernement de Constantinople engage en vain une expédition navale contre cette invasion. Les

Vandales s'installent dans I'Afrique du nord-ouest pour plus d'un siecle.

La Maurétanie Tingitane, quant a elle, n'est d'abord pas touchée par la conquéte et la domination
vandale. Ceux-ci ne contrbleront que les cotes méditerranéennes. La région passe sous controle
byzantin en 534. Mais les berberes, habitués a une large autonomie depuis plus d'un siécle, s'ils sont
encore « romanisés », ne sont plus « romains », et ils vont résister farouchement autour du prince
Garmel (Jérdme Carcopino, 1947). Aprés la victoire byzantine, la province connait un certain

renouveau économique et démographique.

I.3. Conquéte arabo-musulmane et islamisation du Maroc

En 638, les Arabes prennent Alexandrie. En 649, ils atteignent le Maghreb. Mais ce n'est qu'a la
cinquieme campagne (681) qu'ils entrent au Maroc. lls font alors face a une farouche résistance
berbere, a la suite de certaines erreurs diplomatiques. Les Berbéres, qu'ils soient montagnards, ou
des plaines aujourd'hui marocaines ou algériennes, vont permettre a l'empire byzantin de se
maintenir jusqu'en 698. L'empire byzantin est alors vaincu et ne subsiste que la résistance berbére.
Cette résistance tient encore quinze ans. En 708, le Maroc berbére se convertit massivement a
I'islam. Cette conversion, qui touchait des populations qui n'avaient pas été christianisées, ne semble
pas étre remise en cause par les Berbéres. Tres vite, Les musulmans utilisent les capacités guerrieres
des nouveaux convertis : I'Espagne wisigothique est conquise en trois ans, les troupes arabes et

berbéres arrivent en Navarre (Nord d’Espagne) en 715. lIs seront vaincus a Poitiers en 732.

L'ensemble du Maroc cotier est sous domination de I'empire Omeyyade. Dans la région du Rif

s'établit un petit émirat berbére autonome : I'émirat de Nekor ou Nokour (Henri Terrasse, 1949).

En 740 a lieu la premiére révolte berbére face au pouvoir arabe : le kharijitisme sert de prétexte

pour remettre en cause le califat d'orient. C'est, pour ses fideles, la volonté de choisir « le meilleur »



Partie | : Données de la littérature

Chapitre A: Le Maroc son origine d nos jours

pour gouverner, et non pas forcément un descendant du propheéte (ce que veut le chiisme), ou un
candidat choisi par les sages (ce que veut le sunnisme). Le kharijitisme est la thése la plus appréciée
par les peuples berbéres, qui ont des sentiments relativement démocratiques : le chef se doit d'étre
choisi par tous, et non pas imposé (Bernard Lugan, 2000). Le califat omeyyade ne peut I'accepter, et
un conflit éclate. En 750, a Damas, les Omeyyades sont renversés par les Abbassides. Le Maroc se

retrouve dans une quasi-anarchie.

1.4. Soubassement du Maroc

Le soubassement du Maroc, pays se considérant arabo-berbere, africain et musulman, se fait avec
les Idrissides qui allierent a leur cause diverses tribus arabo-berbéro-afro-musulmanes contrélant des
petits royaumes ou territoires indépendants de tout pouvoir central (Abdellah ben Mlih, 1990). Au
fur et a mesure des alliances, les Idrissides vont étendre leur influence territoriale avec des
populations autochtones et lancer les bases de I'organisation d'un état constitué (Makhzen) reprises
par les dynasties suivantes. Si les Idrissides vont commencer a dessiner les bases le I'état et des
frontieres de I'actuel Maroc ce sont les Almoravides qui en créant leur capitale Marrakech donneront
au pays son nom ; ils consolideront et élargiront I'ceuvre débutante et fragile des Idrissides; les

dynasties suivantes hériteront de I'expérience étatique précédente.

Méme si d'autres civilisations du bassin méditerranéen (Rome, Carthage etc.) ont enrichi I'histoire
du pays et méme, si des populations de I'actuel Maroc vont participer a I'essor de ces civilisations, les
historiens du Maroc considerent que I'impact de ces civilisations a été limité a I'extréme nord du

Maroc et a certains comptoirs commerciaux.

A propos du Maroc, le terme Empire est parfois utilisé car par définition, un empire est un
ensemble d'états ou de royaumes. Ceci explique I'appellation « villes impériales » utilisée encore de
nos jours pour qualifier les villes de Fés, Marrakech, Meknés et Rabat (Samuel Pickens, Francoise

Peuriot, Philippe Ploquin, 1995).

Lorsque le Maroc se fonde, le reste du Maghreb est éclaté sous forme de royaumes ou territoires
indépendants, parfois concurrents ou en guerre, sans pouvoir central c'est-a-dire non organisés en

état dirigé par des populations autochtones.
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L'organisation en Etat structuré permit aux Saadiens et aux Alaouites de s'opposer a I'avancée
Othmane qui s'arréta a la riviere Melwiya et qui s'étendait sur une grande partie des autres pays

arabes actuels.

Des désaccords apparus au début du XX° siécle dans la famille Alaouite suite & des problémes de
gestion du pays, créerent une période d'instabilité dont vont profité plusieurs puissances coloniales
(Allemagne, Angleterre, Espagne, France) pour essayer de s'emparer du pays qui posséde entre
autres une position géostratégique intéressante, a la veille de la Premiére Guerre mondiale. Apres
bien des tractations houleuses et secrétes qui faillirent déclencher, des 1912, la premiére guerre

mondiale (coup d'Agadir), le Maroc fut partagé entre la France et I'Espagne.
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I. La génétique des populations
I.1. Transmission des caractéres

La génétique initiée par Gregor Mendel, appelée classiquement génétique mendélienne, a pour
objectif de comprendre le déterminisme et la transmission des caractéres par I'analyse de la descendance
d'un croisement contrdlé entre individus de génotypes différents (proportions des diverses catégories de
descendants). Apres la découverte du support de l'information génétique (ADN), la génétique
moléculaire continue a rechercher les mécanismes fins du déterminisme, de I'expression et de la
transmission des caractéres. Elle trouve aujourd'hui de nombreuses extensions avec les programmes de

génomique (séquencage des génomes et identification des génes) et de protéomique (inventaire et

fonction des protéines d'un organisme).

La compréhension du déterminisme et de la transmission des caractéres nécessite I'étude des
individus dans les conditions naturelles ou ils sont génétiquement uniques et libres de se reproduire avec
n'importe quel autre individu de la méme espéce. Cette partie de la génétique, qui considere les individus

en interactions avec leur environnement, est intitulée « la génétique des populations ».

1.2. Définition et objectifs

La génétique des populations s’efforce d’évaluer la diversité génétique et d’établir des lois décrivant
dans le temps et dans I'espace le maintien ou la modulation de la variation génétique au sein d’une
population. Elle vise donc a comprendre pourquoi et comment I'information génétique évolue au cours
du temps au sein des especes et des populations. Les fondements de la génétique des populations
reposent sur deux concepts: la diversité génétique et la population. Le point de départ de la discipline est
la recherche de la variabilité génétique ou polymorphisme observable au niveau de divers loci géniques
(alléles) dans une population donnée. L’'étape suivante consiste a exprimer ce polymorphisme génétique
par le calcul des fréquences (proportions) relatives des différents alleles dans la population. La
comparaison des résultats obtenus pour la méme population, a différentes échelles de temps, donne
alors accés a des informations sur son évolution génétique, qui se traduit par une variation

(augmentation, diminution ou maintien) des fréquences alléliques. La comparaison génétique de
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différentes populations permet ensuite de mesurer les différences (ou les similitudes) observées et ainsi
d’accéder a I'histoire génétique de chaque population, d’'un ensemble de populations ou encore de
I'espéce. Cette histoire génétique s’attache, dans la mesure du possible, a déterminer les origines
génétiques des populations mais aussi a retracer leurs interactions au fil du temps (brassage génétique,
flux géniques). Les modifications des fréquences alléliques sont non seulement liées au comportement
méme des individus constituant les populations (choix culturel, religieux, démographique, sanitaire, etc.,
du conjoint ; guerre ; épidémies) mais également a d’autres processus connus sous le terme de forces
évolutives : la mutation, la migration, la sélection naturelle et la dérive génétique. Les trois principaux

objectifs de la génétique des populations sont :

a. Mesurer la variabilité génétique, appelée aussi diversité génétique, par la fréquence des
différents alleles d’'un méme gene ;
b. Comprendre comment la variabilité génétique se transmet d'une génération a l'autre ;

c¢. Comprendre comment et pourquoi la variabilité génétique évolue au fil des générations.
1.3. Equilibre de Hardy-Weinberg et les forces évolutives

Les modeles de génétique des populations retracent I’évolution de paramétres décrivant la population
prise dans son ensemble. Ces paramétres sont abordés dans les études empiriques par le calcul de
quantités (estimateurs) mesurées sur des échantillons représentatifs de la population. Le modele
théorique central de la génétique des populations a été décrit en 1908 par le mathématicien anglais
G. Hardy et le médecin allemand W. Weinberg. Il est connu sous le nom «d’équilibre de Hardy-
Weinberg». Ce modeéle correspond, sous certaines conditions, a un équilibre des fréquences
génotypiques attendues dans une descendance, en fonction des fréquences alléliques parentales (Hardy

1908, Weinberg 1908).

Bien que ses hypothéses soient des simplifications évidentes, I'utilité du modele de Hardy-Weinberg
est grande pour plusieurs raisons. En effet, au niveau théorique il a permis de préciser les facteurs
pouvant modifier les constitutions génétiques des populations. En levant telle ou telle hypothese on peut

rechercher le réle propre de chacun des facteurs, puis, en levant simultanément plusieurs hypotheses, on
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étudie les effets cumulés des différents facteurs. Quatre forces évolutives peuvent influer sur I'état

d’équilibre de la population : la mutation, la sélection, la migration et la dérive génétique.

&® La mutation est la principale source de la variabilité génétique. Elle désigne n’importe quel
changement héréditaire, d’origine biologique, physique ou chimique, intervenu dans la séquence de
I’ADN. Il peut s’agir d’une modification ponctuelle d’un ou plusieurs nucléotides sans modification de
la longueur de la séquence, ou d’une modification de celle-ci par insertion, délétion ou transposition
de segments plus importants du génome. De ce fait, en produisant de nouveaux alléles, les

mutations se considérent les moteurs de la diversité génétique.

&R La sélection se traduit par une valeur sélective ou adaptative différente selon les génotypes. Ce
principe de sélection stipulant que certains individus sont plus aptes a survivre et a se reproduire
dans un environnement donné, a été I'un des trois principes a la base de la théorie de I'évolution des
espéces par sélection naturelle, présentée par Darwin en 1859 dans son célébre ouvrage « De
I'origine des espéeces » (Darwin 1859). Les deux autres principes sont : le principe de variation
(morphologique, physiologique...) des individus d’une méme population et le principe de I'hérédité
précisant que les jeunes ressemblent plus a leurs géniteurs qu’a des individus auxquels ils ne sont
pas apparentés. Ainsi, les populations naturelles se composent d’individus génétiguement différents
pour un grand nombre de genes, et c’est ce polymorphisme génétique qui constitue un véritable
capital adaptatif permettant la survie des individus et des populations. Cependant, comme un alléle
peut, selon les conditions, se trouver défavorable dans une population et favorable dans une autre,
la sélection ne réduit pas forcément la diversité génétique intra spécifique : elle la limite a la

diversité inter populationnelle.

&R La migration est I'occasion de tout échange génétique (transmission d’alléles) entre les populations.
Elle modifie, bien évidemment, la fréquence des alléles dans les populations concernées et peut
méme conduire a une homogénéisation des fréquences alléliques entre les divers groupes
(brassage). Son effet est d’autant plus fort que I'effectif immigrant est grand et que la différence de

fréquences alléliques entre les deux populations est significative.
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&R La dérive génétique (Drift) se produit par échantillonnage des gamétes a chaque génération. Ces
derniers ne participent pas tous a la reproduction. La génération qui remplace celle qui I'a générée
présente alors, du fait des hasards de la méiose et de la fécondation, des fréquences alléliques
différentes. Cette fluctuation des fréquences est d’autant plus grande que la taille de la population
est petite. Ainsi, dans les populations a effectif réduit, ces changements aléatoires peuvent entrainer
une perte d’alléles. Au contraire, dans une population de grande taille, les fréquences alléliques
varieront peu d'une génération a l'autre par Il'effet du grand nombre de géniteurs potentiels. On
peut méme considérer qu’elles sont stables sur un temps assez court. Un cas particulier de la dérive
génétique est I'effet fondateur qui se produit lorsqu’un petit groupe de personnes constitue le
noyau fondateur d’'une nouvelle population. Ce groupe migrant, porteur d’'une petite fraction de la
variation génétique totale de la population d’origine, peut induire une concentration de certains
traits génétiques, favorables ou déléteres, a 'intérieur d’une population. Les fréquences alléliques
de cette nouvelle population sont alors différentes de celles de la population d’origine et peuvent
méme correspondre a la surreprésentation d’alleles initialement rares ou peu fréquents et

responsables de certaines maladies génétiques.
Il. Le polymorphisme génétique

D’aprés Gouyoun et Henry (Pierre-Henri Gouyon, Jean-Pierre Henry, 1998), le polymorphisme
génétique a été défini par la coexistence de plusieurs alleles pour un gene ou locus donnés, dans une
population. La diversité de 'ADN (acide désoxyribonucléique) provient de I'accumulation de mutations
transmises par nos ancétres. Cette diversité, connue sous la forme de polymorphisme de I’ADN ou bien
polymorphisme génétique (du grec "poly" plusieurs et "morphos" formes), peut étre analysée et utilisée
pour rechercher notre histoire génétique et notre parenté, complémentant par conséquent les

approches plus traditionnelles de I'archéologie, de la paléontologie et de la linguistique.

L'ADN appartient a la famille chimique des acides nucléiques. C'est une molécule formée de
I'assemblage linéaire de nucléotides composés chacun d’une base azotée, d’un sucre a cing carbones (le
désoxyribose) et d’un acide phosphorique (Harry 2001). Il existe quatre bases dont deux appartiennent

au groupe des purines, 'adénine (A) et la guanine (G), et deux au groupe des pyrimidines, la cytosine (C)
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et la thymine (T). Par simplification, le terme de « base » est couramment employé pour désigner le

nucléotide lui-méme.

In vivo, I'ADN se présente sous la forme d’une double hélice dont les deux brins sont complémentaires
et d’orientations opposées. Cette structure hélicoidale de 'ADN (structure secondaire) en deux chaines
antiparalleles a été décrite en 1953 par J.D. Watson et F.H. Crick (Watson et Crick 1953). Pour cette
découverte fondamentale, ils ont recu en 1962 le prix Nobel de physiologie et médecine. L'ADN est la
forme de stockage de I'information génétique : Il constitue le patrimoine génétique de I'organisme, son
génome et son support de I'hérédité vu qu’il est transmis de génération en génération. Chaque cellule
eucaryote renferme deux types de génomes : 'ADN nucléaire (présent dans le noyau) et I'ADN

mitochondrial (présent dans les mitochondries cytoplasmiques).

Le génome humain, constitué de 6 milliards de paires de bases (pb) comporte environ 35000 génes
(International Human Genome Mapping Consortium, 2001 ; Venter et al., 2001). Cependant, plus de 90%
du génome est non-codant, c'est a dire ne comporte pas d'information en rapport direct avec la synthese
de protéines. Contrairement a I'ADN codant, la partie non codante du génome n'est pas soumise a la
forte pression de sélection ce qui permet aux mutations qui y surviennent d'étre conservées et
transmises a la descendance. Ces régions ou I'on rencontre une forte variabilité sont trés informatives
pour la génétique criminalistique tout en étant phénotypiquement neutres. Plusieurs types de
polymorphismes de I'ADN ont été utilisés comme marqueurs génétiques, chacun révélant un niveau
différent de variabilité. La génétique des populations étudie les variabilités d'origine génétique des
populations, c'est-a-dire les différences existant, en divers loci géniques, entre les individus d’'une méme
espece. Ces différences sont traduites par la présence de plusieurs formes alléliques, ou polymorphisme,

a chaque locus.

Il.1. Les modifications a la source du polymorphisme génétique

Le polymorphisme génétique est la conséquence directe de changements survenus dans la séquence
de I'ADN. Ces modifications peuvent étre causées par divers mécanismes tels que les mutations

ponctuelles, les insertions, les délétions ou les transpositions d'un segment de I’ADN.
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Les mutations ponctuelles sont la source prépondérante du polymorphisme. Elles n'intéressent
gu'une région trés limitée du génome (quelques nucléotides, au maximum). Les modifications les plus
simples correspondent au remplacement d'une base de I’ADN par une autre (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism). Ces remplacements sont soit des transitions (substitution d'une base purique par une
base purique (A<>G) ou d'une base pyrimidique par une base pyrimidique (C4>T)), soit des
transversions (substitution d'une base purique par une base pyrimidique et réciproquement (A, G <> C,
T)). Il existe donc quatre transitions possibles (A>G, G>A, C>T et T->C) et huit transversions (A-C,
A->T, G>C, G>T, C>A, C>G, T>A et T-G). Les autres mutations ponctuelles correspondent a

I'insertion ou a la délétion d’une base. Dans tous les cas, les mutations modifient la séquence de I’ADN.

Lorsqu’elles se produisent a proximité ou dans les génes eux-mémes, les mutations modifient le cadre
de lecture de ces génes, ce qui peut altérer (ou non) la transcription et la traduction de I'information
génétique. Tout changement de la séquence de 'ADN peut conduire a la nonexpression des genes
(mutations déléteres) ou également a la modification des acides aminés et donc des propriétés des
protéines exprimées. Par contre, si les mutations ont peu d’effet sur les structures ou le fonctionnement
de 'organisme, on dit qu’elles sont « neutres » (a la base de la théorie neutraliste proposée par Kimura
en 1983). Lorsque ces dernieres surviennent dans I’ADN non codant, elles ne sont pas soumises a une
quelconque pression de sélection et peuvent s’accumuler dans le génome de génération en génération.
Ces caractéristiques permettent d’expliquer que les régions non codantes de 'ADN présentent des

variations importantes d’un individu a I'autre.

Ces évenements générant du polymorphisme peuvent étre liés a divers mécanismes. Les mutations
ponctuelles pourraient s’expliquer par des erreurs du systeme de réplication (duplication de I’ADN avant
chaque division cellulaire) ou de réparation de I’ADN (erreurs de I’ADN polymérase), par des altérations
chimiques spontanées (hydrolyse des bases) ou par exposition a des agents mutagénes endogénes
(radicaux libres) ou exogenes (rayonnement UV). Les délétions, les insertions, les duplications et les
transpositions peuvent résulter de mauvais appariements entre certains chromosomes homologues

(crossing-over inégaux) aboutissant a des régions génomiques de structures et/ou de tailles différentes.
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I1.2. Les différents polymorphismes

Les polymorphismes génétiques sont généralement classés en deux catégories : les polymorphismes
classiques, détectables directement (ou indirectement dans le cas des groupes sanguins érythrocytaires)
a partir des produits de I'expression génique; et les polymorphismes moléculaires qui analysent

directement la variation de ’ADN.

&R Les polymorphismes classiques : Avant le développement de la génétique moléculaire, I'analyse
des genes (et des génotypes) était indirecte et limitée a un petit nombre de marqueurs. Ces
derniers représentaient les produits des génes, les protéines, dont une centaine était connue.
Aujourd’hui, de nombreux polymorphismes classiques sont étudiés. On les répertorie en quatre
ensembles :

a. les groupes sanguins (ABO, MNS, Rh, Duffy, Kidd...) ;

b. les enzymes érythrocytaires (phosphoglucomutases, estérases...) ;

c. les protéines sériques (haptoglobines, immunoglobulines...) ;

d. le systeme HLA (Human Leucocyte Antigen) mis en évidence au niveau des leucocytes et

des plaquettes sanguines (Dausset, 1985).

&® Les polymorphismes moléculaires : Ils rassemblent tous les polymorphismes de la séquence
d’ADN. Les avantages d'analyser les polymorphismes génétiques de I'ADN plutét que ceux des

produits de genes sont divers :

a. Il y a plus d’informations génétiques dans la séquence d’ADN que dans la séquence
protéique ;

b. 1l existe un plus grand nombre de polymorphismes génétiques ;

c. Les techniques d’analyse de biologie moléculaire sont souvent les mémes quel que soit le
segment d’ADN considéré ;

d. L'automatisation de ces techniques est plus facile, ce qui est d’un grand secours lorsque

I’on doit analyser un grand nombre de marqueurs.
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En effet, Les polymorphismes moléculaires concernent aussi bien le génome nucléaire que les
génomes extranucléaires et touchent de méme la fraction codante et non codante de I’ADN. Dans le
génome nucléaire humain, ils se situent aussi bien sur les autosomes que sur les chromosomes sexuels.
On rencontre donc des variations au niveau de ’ADN mitochondrial, de génes nucléaires, de séquences

non codantes répétées ou dispersées, d’autosomes, du chromosome X, du chromosome Y, etc.

Dans nos travaux, trois types de polymorphismes moléculaires ont été analysés dans la population
marocaine étudiée: le polymorphisme des microsatellites ou STR (abréviation du terme anglais Short
Tandem Repeat), le polymorphisme ponctuel de séquence SNP (Single Nucleotide Polymorphism) du
chromosome Y, et celui de 'ADN mitochondrial. Le polymorphisme moléculaire au niveau du
chromosome Y et de I’ADN mitochondrial sont considérés comme des marqueurs haplotypiques ou bien

marqueurs uni-parentaux.

lll. Les marqueurs haplotypiques

Les marqueurs autosomaux subissent un brassage génétique a chaque génération vu qu'ils sont
transmis de maniere biparentale. Ainsi, la moitié de I'information génétique d'un individu lui provient de
son pére et I'autre moitié de sa mére (Figure 2, a). Les marqueurs uni-parentaux, c'est-a-dire ceux situés
sur le chromosome Y et sur I'ADN mitochondrial, sont transmis d'une génération a l'autre sans
changement sauf dans le cas de mutations. Les marqueurs de ’ADN mitochondrial, transmis de mere a
enfant, permettent de retracer les lignées maternelles (Oota et al., 1995) alors que ceux du chromosome
Y, transmis de pere en fils, permettent de reconstituer les lignées paternelles (Schultes et al.,
1999)(Figure 2, b). L’hérédité uni-parentale et I'absence de recombinaison du chromosome Y et la
transmission cytoplasmique de I'ADN mitochondrial sont des avantages inhérents (comme la
construction précise des haplotypes des individus, un seul ancétre paternel/maternel, une estimation
facile de la chronologie des événements des arbres phylogénétiques utilisant des taux de mutation
calibrés,...) qui rendent l'interprétation des histoires génétiques des hommes moins complexe que celles
déduites de I'analyse des genes présents sur les autosomes. Cette caractéristique rend les marqueurs
moins informatifs pour l'identification individuelle. L'information génétique de chaque marqueur uni-

parental est appelée haplotype au lieu de génotype puisqu'un seul alléle est détecté par individu.
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Chromosomes Autosomiques

Transmission partielle, d’ancétres aux
descendants

(b)

Y Chromosome ADN mitochondrial
Transmission totale de péres en fils Transmission totale de méres en filles

Figure 2: (a) Transmission partiel de I'information génétique au niveau des chromosomes autosomiques
a travers les générations.
(b) Transmission totale de I'information génétique contenue au niveau du chromosome Y et

de I’ADN mitochondrial.
Source: J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2" Edition © 2005 Elsevier Academic Press.
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I>ADN MITOCHONDRIAL

. Généralités sur ’ADN mitochondrial

I.1. Définition

Chez 'Homme, le génome mitochondrial consiste en une molécule d’ADN double brin circulaire
fermée, longue de 16 569 paires de bases (pb), soit une taille d’environ 5mm. Il représente moins
de 1% de I’ADN du noyau cellulaire. On le rencontre en de nombreuses copies (2 a 10) dans les
mitochondries, organites cellulaires cytoplasmiques d’origine endosymbiotique dont la fonction
primaire est de fournir de I'énergie a la cellule par phosphorylation oxydative. Chaque cellule
contient des centaines de mitochondries et par conséquent des milliers de molécules d’ADN

mitochondrial (ADNmt).

La mitochondrie posséde un systeme génétique complet, partiellement autonome par rapport a
I’ADN du noyau. La réplication et la transcription de 'ADNmt lui sont propres. Le génome
mitochondrial est trés compact (c’est a dire présentant trés peu d’introns) et se compose de deux
principales régions : une région codante et une région non codante. La premiére contient les 37
génes codant 13 protéines de la chaine respiratoire, 22 ARN de transfert (ARNt) et 2 ARN
ribosomaux (ARNr). La région non codante, dont la partie la plus étendue est la D-Loop
(Displacement-loop), comporte les origines de réplication des deux filaments (léger et lourd) de la
molécule d’ADN, divers éléments de régulation de I'expression des génes et des régions

hypervariables (Figure 3).

Le génome mitochondrial humain a été intégralement séquencé en 1981 (Anderson et al., 1981)
a partir d’'un échantillon de placenta. La séquence obtenue a été révisée en 1999 (Andrews et al.,
1999) et est utilisée depuis comme séquence de référence dite séquence CRS (Cambridge

Reference Sequence) ou rCRS (revised Cambridge Reference Sequence).
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Complex Il genes
i:uuiqp:i:ol : I:I Transfer RNA genes
eytochrome ¢
oxdoreductase)
Complex V genes
{ATP synthase) [ Rivosomat RNA genes

Figure 3 : Structure du génome mitochondrial humain.
Source : http.//www.mitomap.org/MITOMAP/mitomapgenome.pdf

Le génome mitochondrial comporte différentes régions fonctionnelles : des génes codant pour 2 ARN
ribosomaux (12S et 16S), des genes codant pour 22 ARN de transfert indiqués par des lettres individuelles
(représentant les acides aminés correspondant) et des génes codant pour 13 protéines (ex : ND1 a 6, ATPase
6 et 8...). Le génome se compose de 2 filaments : léger (L) et lourd (H), ce dernier étant plus riche en base G et
T. La région non codante contient les promoteurs pour la transcription des 2 filaments ainsi que leurs origines
de réplication (OH et OL). La région non codante la plus étendue est la D-loop (Displacement loop).
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1.2. Propriétés et avantages de ’ADNmt

L'ADNmt a une hérédité cytoplasmique (non mendélienne) uniparentale et plus précisément
maternelle (Giles et al.,, 1980 ; Case et Wallace 1981). En effet, lors de la fécondation, les
mitochondries du spermatozoide (de I'ordre d’une cinquantaine) ne passent quasiment pas dans
I'ovocyte ; le cytoplasme de la cellule-oeuf provient uniguement du gameéte femelle (contenant de
400 a 200 000 mitochondries). La rare présence de 'ADNmt paternel équivaut a 1% de 'ADNmt

total du zygote et il n’a pas été mis en évidence d’ADNmt mixé par les deux parents.

Ce caractere haploide de ’ADNmt fait qu’il n’est pas soumis a la recombinaison génétique. Ainsi,
les diverses mutations qui ont pu se produire au cours de I’évolution se sont accumulées et ont été
transmises telles quelles de mére en fille, de génération en génération. ADNmt a un taux de
mutation trés élevé, de 10 a 17 fois supérieur a celui de 'ADN nucléaire (Brown et al., 1980 ;
Wallace et al., 1987), conduisant a un haut niveau de polymorphisme. Ainsi, cette petite fraction
d’ADN extranucléaire est particulierement adaptée aux études de filiation génétique des lignées

maternelles.

Le polymorphisme de I'ADNmt est donc la conséquence de I'accumulation successive de
mutations dans la séquence nucléotidique aussi bien au niveau de la région controle (segments
hypervariables | Il et lll) que dans la région codante. Les combinaisons de ces mutations ont permis
de décrire différents haplotypes que I'on peut regrouper, par certaines positions nucléotidiques
spécifiques, en haplogroupes. Chaque haplogroupe mitochondrial représente un ensemble de
séquences qui dérivent toutes d’'une séquence initiale ancestrale. Mais, selon le niveau de
description des mutations (typées dans la région contrble et/ou dans la région codante), cette
définition des haplogroupes peut poser quelques problemes lors de la comparaison de différents
travaux. L'uniformisation des données devant étre respectée, on doit parfois tenir compte
seulement des grandes catégories d’haplogroupes (H, L, T, X, etc.), perdant alors certaines
informations sur la diversité mitochondriale totale des populations considérées. Néanmoins, on a
pu constater que les fréquences des haplogroupes varient suivant les populations et les régions
géographiques. Quelques-uns de ces marqueurs ont méme été détectés seulement dans certaines

populations (Mishmar et al., 2003).
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La majorité des mutations dans la séquence de I’ADNmt sont sélectivement neutres et n’ont
donc pas de conséquence sur la fonction du génome. Néanmoins, certaines mutations peuvent étre

responsables de maladies (Wallace et al., 1999).

Une autre caractéristique des mutations génétiques mitochondriales est le fait qu’elles ne sont
pas nécessairement représentées sur toutes les molécules d’ADNmt. Il y a en général coexistence
de génes mutés et de genes normaux, dans le méme tissu, dans la méme cellule voire dans la
méme mitochondrie. Cette propriété est connue sous le nom d'hétéroplasmie. Cette
hétéroplasmie joue un réle important dans I'expression des mutations mitochondriales lors des
divisions cellulaires et son taux serait lié au vieillissement de I'organisme (Michikawa et al., 1999 ;

Theves et al., 2006).

Il. ’hétéroplasmie: cas particulier rencontré au cours de l'analyse de

I’ADNmt

Au moment de la scission des mitochondries lors du recopiage de ’ADN mitochondrial, il se peut
produire une erreur de réplication, plus fréquente pour I’ADN mitochondrial que pour I’ADN
génomique. Une méme cellule peut posséder dans son cytoplasme des mitochondries avec un ADN
mutée et des mitochondries avec un ADN provenant de la mitochondrie souche. Un méme sujet

peut avoir deux types d’ADN mitochondriaux.

Les méthodes d’analyse ne permettent pas de séparer les deux types d’ADN mitochondriaux
(mutes et non mutes) présents dans la cellule. Lors de la révélation, les deux séquences des deux

ADN mitochondriaux vont se superposer, le chromatogramme va présenter une hétéroplasmie.

Il existe deux types d’hétéroplasmies, celles induisant une variation de séquence

(Hétéroplasmie ponctuelle) et celles induisant une variation de longueur (Hétéroplasmie de taille).
Il.1. Hétéroplasmie ponctuelle

Une transversion ou une transition sur 'un des ADN, superposition de deux bases sur le
chromatogramme a une méme position (Figure 4). La présence d’une hétéroplasmie ponctuelle va
augmenter le pouvoir discriminant de I'analyse de I’ADNmt. Un exemple remarquable d'un individu

dont I’'hétéroplasmie a été découverte par hasard Nicolas Il de Russie, dont I'hétéroplasmie (et
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celle de son frere) ont servi a convaincre les autorités russes de I'authenticité de ses restes (Pavel et

al., 1996).

Figure 4 : Hétéroplasmie ponctuelle, superposition de deux bases, ici, la Thymine et la Cytosine,
elle est noté Y d’apres le code IUPAC (International Union of Pure and Applied

Chemistry).
Source : Donnée brute d’une séquence d’un individu de la population Marocaine analysée dans le
cadre de cette thése.

11.2. Hétéroplasmie de taille

Ce type d’hétéroplasmie est fréquemment observé au niveau des régions hypervariables de la
région contréle de ’ADNmt HVI, HVII et HVIII qui contiennent des segments de séquences qui sont
homopolymériques (c’est-a-dire base C). Dans HVI, une région homopolymérique commence au
nucléotide numéro 16184. Quand une transition en position 16189 (T-C) est observée, une

hétéroplasmie souvent apparait (Figure 5).
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Figure 5: Hétéroplasmie de taille HVI, Transition de la Thymine en Cytosine avec un décalage de la
lecture due a une insertion d'une cytosine a la position 16193 rendant le
chromatogramme illisible par la suite.

Source : Donnée brute d’une séquence d’un individu de la population Marocaine analysée dans le
cadre de cette thése.

lll. Exemples d’utilisation de ’ADNmt

lll.1. Les origines de ’homme moderne

Deux modeles principaux ont été proposés sur I'origine et la diffusion de I’homme moderne:
celui du « multi régionalisme » et celui de « spéciation-remplacement ». Un troisieme modele a
ensuite été présenté pour concilier les deux hypothéses précédentes : celui de la « substitution
partielle ». Le premier modele émet I'hypothése que I'apparition de ’'Homme moderne aurait été
un processus évolutif graduel et linéaire faisant évoluer, dans chaque région qu’ils occupaient, les
Homo erectus vers une forme d’Homo sapiens archaiques puis vers les Homo sapiens sapiens
actuels. La deuxiéeme théorie propose que I'Homme moderne aurait une origine unique,
probablement africaine, et qu’il se serait répandu dans les diverses régions du monde en
remplacant les populations préexistantes. Cette derniere hypothese a été renforcée a partir de
1987 par les études de Rebecca Cann et Allan Wilson (Université de Berkeley, Californie) sur I'ADN
mitochondrial (Cann et al., 1987). En étudiant les polymorphismes mitochondriaux matrilinéaires
de 147 individus originaires de cing régions géographiques distinctes, ils ont montré que les

populations africaines avaient la plus grande variabilité génétique. lls en ont déduit que ces

23



Partie | : Données de la littérature

Chapitre C : Les marqueurs haplotypiques

populations étaient les plus anciennes (forte accumulation de mutations) et donc que la source du
pool génique mitochondrial actuel se situait en Afrique. lls ont présenté leurs résultats sous la
forme d’'un arbre généalogique. Selon le principe de I’horloge moléculaire, ils ont daté le type
mitochondrial ancestral autour de 140 000 a 190 000 ans. Cette hypothétique femme a |'origine de
toutes les lignées maternelles actuelles a été baptisée « I'Eve mitochondriale». Cette conclusion
apparait toutefois comme abusive a de nombreux chercheurs (Pellegrini 1995). De nombreuses
critiques ont été faites sur le choix des individus contemporains analysés, sur I'effectif insuffisant de
ces groupes pour estimer correctement les fréquences géniques, sur I'arbre phylogénétique retenu
ou bien encore sur le fait que les auteurs se basent sur I'hypothése peu concevable que la

fréquence des mutations soient constantes dans le temps (concept de I’horloge moléculaire).

l1l.2. Les études paléoanthropologiques

L’ADN mitochondrial est un marqueur de choix dans les études paléoanthropologiques lorsqu’il
existe une importante dégradation des échantillons, une grande ancienneté du matériel ou de
mauvaises conditions de conservation. En effet, dans ces situations, ’ADN mitochondrial reste en
bon état par rapport a I’ADN nucléaire fragmenté et, de par sa présence en de nombreuses copies
dans les cellules, on peut I'extraire facilement. Sa recherche dans les populations anciennes a fait
I'objet de diverses publications. Par exemple, I'étude de I'ADNmt de « I'Homme des glaces »
(Spindler 1995) a révélé qu’il était porteur d’un type mitochondrial encore commun en Europe
centro-septentrionale et présent en ltalie du Nord, I'haplogroupe K1 (Handt et al., 1994 ; Rollo et
al., 2006). L'analyse de petits fragments d'ADN extrait de squelettes de Néandertaliens a montré
que leurs séquences étaient assez éloignées des séquences humaines actuelles (Krings et al., 1997 ;
Ovchinnikov et al., 2000 ; Serre et al., 2004 ; Orlando et al., 2006). Les auteurs suggerent une nette
discontinuité génétique entre les Hommes anatomiquement modernes et les Néandertaliens tandis
gu’une continuité expliquerait la généalogie des hommes modernes depuis le Paléolithique
supérieur jusqu’a nos jours. L'équipe du Laboratoire d’Anthropologie Moléculaire de Strasbourg
(dirigée par le Pr B. Ludes) s’est spécialisée sur I'’étude de I’ADN ancien et travaille particulierement
sur des restes osseux ou momifiés provenant de Mongolie (Keyser-Tracqui et al., 2003), Sibérie
(Ricaut et al., 2005), et Yakoutie (Ricaut et al., 2006). Enfin, les polymorphismes de '’ADNmt de
sujets anciens d’Espagne (Casas et al., 2006) et du Maroc (Kéfi et al., 2005) ont récemment pu étre

analysés.
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lll.3. L’ADN mitochondrial de I'intérét scientifique a la pratique judiciaire

L’ADN mitochondrial est particulierement intéressant du fait du nombre important de copies par
cellule et de sa protection a l'intérieur des mitochondries, le rendant ainsi moins sensible aux

dégradations, contrairement a I’ADN nucléaire.

Du fait de sa plus grande sensibilité, I’ADN mitochondrial est utile lorsque les prélevements sont
dégradés, voire putréfiés ou quand un cheveu est dépourvu de bulbe et que I'étude de I'ADN

génomique se révele impossible.

Cependant, cette distinction maternelle s’avere problématique lorsqu’il s’agit d’inclure un
individu puisque toutes les personnes de la méme ligné maternelle (frere, sceur, mere, grand-mére,

cousin par la lignée maternelle...) possédent le méme ADN mitochondrial.

L’ADN mitochondrial ne permet pas d’inclure un individu comme I’ADN génomique peut faire.
Cette analyse doit étre pratiquée en complément de I’analyse génomique ou dans les cas d’absence

de résultats sur I’ADN génomique. Toutefois, I’ADN mitochondrial permet d’exclure un individu.

L'analyse de ’ADNmt a permis de résoudre quelques spectaculaires cas historiques comme, par
exemple, I'identification de restes de la famille Romanov (Gill et al., 1994; Ilvanov et al., 1996), de

Jesse James (Stone et al., 2001) et de Martin Bormann (Anslinger et al., 2001).

Il existe des bases de données tel que EMPOP (http://empop.org/), mtDNA manager

(http://mtmanager.yonsei.ac.kr/), GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), recensant

les mitotypes de plusieurs populations mondiales. La comparaison du mitotype obtenu lors de
I’analyse d’un extrait au cours d’une enquéte criminelle avec les bases de données internationales
nous renseigne sur la fréquence d’apparition de ce mitotype. Cela permet de déterminer sa rareté
relative. Plus des bases de données seront de grandes de tailles, plus la fréquence d’apparition de

ce mitotype sera précise.

IV. Les haplogroupes mitochondriaux

Les études des mutations de ’ADN mitochondrial de diverses populations humaines mondiales

ont permis de mettre en évidence différents haplotypes qui ont été regroupés, d’apres leurs
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relations phylogénétiques, en haplogroupes. Ces haplogroupes mitochondriaux sont répartis en
différentes familles tres fréquentes dans certaines régions géographiques voire méme dans
certaines populations. On distingue aujourd’hui divers ensembles d’haplogroupes rencontrés a des
fréquences élevées en Afrique, en Europe, en Asie, dans certaines iles du Pacifique et en Amérique.

Naturellement, des haplogroupes communément observés dans une région donnée sont aussi
retrouvés ailleurs (mais a des fréquences plus basses), en raison des mouvements de populations
(figure 6). Les lignées A, B, C et D sont fréquentes en Amérique et a I'Est de I’Asie. Les populations
européennes ont des fréquences élevées d’haplogroupes H, HV, I, J, K, T, U, V, W et X. Les lignées
fréquentes au Proche-Orient, au sud de I’Asie et en Océanie sont M et N (lignées ancestrales), E, F,

G, P, Q, R, YetZ. Unelignée est uniguement détectée dans les populations nord-africaines : U6.

Enfin, les régions sub-sahariennes présentent un pourcentage élevé d’haplogroupes de la famille
L. Un arbre phylogénétique simplifié des relations de parenté entre les divers haplogroupes
mitochondriaux est présenté dans la figure 7. Une carte géographique des chemins de migrations
humaines ayant conduit a la répartition actuelle des haplogroupes de I’ADNmt est présentée dans

la figure 8.

MTDOMNA Haplogroups 5]

of the Warld .
A

0 s
M Mg
MO Mongeiy BudeBuelOvBczBo[cBE
FA Paldsnesii Oafy B BwE~0:xHHrBs

B Ogrcarg ivan)

::_:.hn.w: Brf OwEBs BvErd:EBT RV OK [ oter

&
®
®

Soacis el o OB B Ehcwen B R Luataled Bkl 80 o Qiens! DEOUBSG 0 T Bted

TH Trasmsd Al Aantan. Bd SSpEc Ty PolTsan S6a8 are very ge. Tre dits in IS Charl i Supsosed
i 0 o reprasat! 8 BRaton Deloos e cscect Burspess parson begnneng #bout 1500 AD
-
UL Uitk Ak Tt 1 At abl B STl nat iy
WA YL

Cooymgnd & 2004 J. 0. MeDonald

Figure 6 : Les haplogroupes mitochondriaux présents dans les populations humaines mondiales.
Source : http://www.scs.uiuc.edu/mcdonald/WorldHaplogroupsMaps.pdf.
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Figure 7: Arbre phylogénétique simplifié des haplogroupes mitochondriaux rencontrés dans les

populations humaines.
Source:

http://mitomap.org/pub/MITOMAP/MitomapFigures/simple-treemitomap 2009.pdf

[ 27 |




Partie | : Données de la littérature

Chapitre C : Les marqueurs haplotypiques

Human mtDNA Migratinns
Tt e miE cmag. w0 pof

COmmpnt 2002 @ MENTED.Y

130,000-
170,000

-
+f=, i+ or=f- = Dde | 10334 § Al | 10387 Mutation rate = 2.2 -2 9% / MYR
* = Rsal 18329 Time estimates are YBP

Figure 8: Carte géographique retracant les principales migrations des haplogroupes
mitochondriaux.
Source : http://www.mitomap.org/mitomap/WorldMigrations.pdf.
Copyright 2002 © Mitomap.org

LO serait apparu en Afrique entre 156.000 et 170.000 ans BP. Ceci correspondrait avec les dates d’apparition de 'Homme
moderne en Afrique (environ 150 000 ans, Stoneking 1993). Une premiére expansion africaine, il y a entre 122.000 et
132.000 ans BP, aurait donné les lignées L1 et une deuxieme expansion (entre 85.000 et 95.000 ans BP) aurait conduit a
I’émergence des lignées L2. Une nouvelle expansion vers 59.000-69.000 ans BP aurait permis I'apparition des lignées L3
dont une partie est a I'origine des haplogroupes mitochondriaux M et N, précurseurs de toutes les autres lignées
répertoriées, marquant ainsi la premiére migration hors d’Afrique (Maca-Meyer et al., 2001). Cependant, il est probable
que le pool génétique des hommes modernes africains était déja composite mais que seule la fraction de la population
portant I’haplogroupe ancestral L3 aurait quitté I’Afrique pour coloniser le reste du Monde il y a moins de 60 000 ans.
D’autres migrations ont ensuite permis I'émergence de nouveaux haplogroupes en Europe (40.000-50.000 ans BP), en
Asie et Océanie (60.000-70.000 ans BP) puis en Amérique (12.000-15.000 ans BP).
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LE CHROMOSOME Y

Jusqu’a présent, le chromosome Y semble jouer un réle d’un délinquant juvénile
entre les autres chromosomes humain ; pauvre en attributs utiles, retissant avec
ses voisins et il a une tendance inéluctable a dégénérer...

(Mark Jobling et Chris Tyler-Smith 2003)

. Généralités sur le chromosome Y

I.1. Evolution du chromosome Y

Au cours de I'évolution des vertébrés, la différenciation sexuelle, aboutissant le plus souvent a
des phénotypes différents chez les males et les femelles, s’est accompagnée de la spécialisation
d’une paire de chromosomes, portant alors le nom de chromosomes sexuels ou gonosomes.
Auparavant, il n’existait que des autosomes et le déterminisme sexuel était sous la dépendance de
facteurs environnementaux, comme la température ou la nutrition, ainsi qu’on peut I'observer
encore aujourd’hui pour certains reptiles ou poissons. Cette spécialisation d’une paire de
chromosomes vers des fonctions de déterminisme du sexe et de reproduction s’est accompagnée
d’une divergence des gonosomes, a la fois en terme de taille et de contenu en génes, pour aboutir

actuellement a un hétéromorphisme marqué entre les deux chromosomes sexuels (Figure 9).

Figure9: La paire de chromosomes sexuels humains. Vue prise au microscope électronique a
balayage.
Source : Nature (2003) 423 : 810-812.
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Chez les mammiféres, ce phénomeéne de spécialisation et de divergence a porté principalement
sur le chromosome Y puisque le chromosome X n’est pas particulierement enrichi en genes
impliqués dans le déterminisme sexuel ou les fonctions reproductrices (Ravel et al., 2006). Il y a
environ 300 millions d’années, sur une paire d’autosomes, aurait existé un géne SXD (SeX
Determining) impliqué dans la différenciation du sexe et existant sous deux formes alléliques, SXD
et sxd. La combinaison SXD/sxd aurait été caractéristique des méles et la combinaison sxd/sxd des
femelles. Sur la méme paire chromosomique, un autre géne, SST pour Sexually Selected Trait,
aurait muté pour donner un allele SSTM qui aurait avantagé les méales SXD/sxd la portant. Ainsi
aurait été couplée une combinaison de genes SXD et SSTM favorisant, d’une part un géne de
déterminisme male, et d’autre part, un géne de fertilité, assurant ainsi une sélection positive a
cette association. Les génes SOX3' (Sry-related HMG box) et SRY (Sex determining Region Y)
actuels, portés respectivement par les chromosomes X et Y, pourraient donc étre les descendants
du couple d’alleles SXD et sxd. Le géne SRY est le géne majeur de déterminisme testiculaire et il
présente encore des analogies importantes avec le géne SOX3 comme |’existence d’'une boite HMG
(High Mobility Group) et I'absence d’intron. La divergence entre les alleles SXD-sxd ou SRY-SOX3
aurait ensuite été rendue possible grace a la suppression des recombinaisons génétiques entre les
deux proto gonosomes en raison de la survenue de quatre inversions sur le proto chromosome Y au
cours des 300 derniers millions d’années (Lahn et al.,, 1999). En effet, en cas d’inversion,
I'appariement de deux chromosomes homologues au cours de la méiose ne peut se faire que par la
formation d’une boucle au niveau du segment inversé. Si un crossing over survient a l'intérieur de
la boucle, les chromosomes recombinés sont anormaux, car ils portent en plus et en moins les
segments extérieurs a la boucle. La transmission de tels chromosomes déséquilibrés a la
descendance donne des individus porteurs de tare? génétique grave ce qui, d’un point de vue
évolutif, revient a ce que les recombinaisons soient interdites a l'intérieur de l'inversion. Ne
pouvant plus mélanger leurs alleles sur des régions de plus en plus grandes, les deux proto
gonosomes ont donc amorcé une évolution divergente qui les a amenés aux chromosomes X et Y
actuels. Le reliquat de ces inversions est représenté par les régions distales des deux gonosomes
qui sont restées strictement homologues, puisque les inversions sont des phénomeénes interstitiels,
et qui portent le nom de régions pseudo-autosomiques, ou PARs 1 et 2 (Pseudo-Autosomal

Region).

Geénes SOX : Famille de génes qui code pour les facteurs de transcriptome, qui se lient sur des sillons d’ADN mineur et appartiennent a
une sous-famille de géne caractérisé par une homologie de séquence connu sous le nom : Groupe de Haute Mobilité (HMG).

2
Tare : Défaut physique ou psychique, généralement héréditaire.
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La séparation progressive des chromosomes X et Y a ensuite été accentuée par d’autres
événements chromosomiques majeurs comme de nouvelles inversions, des translocations ou des
délétions, qui a chaque fois ont empéché encore un peu plus les recombinaisons (Figure 10). Le fait
qgue I'Y ne pouvait plus recombiner avec un homologue, alors que les chromosomes X pouvaient
toujours le faire chez les femelles XX, a eu des conséquences multiples sur la structure et la
composition en genes du chromosome Y. La premiére est que toutes les mutations délétéres, ou
toutes les variations neutres, ne pouvaient plus étre éliminées par recombinaison avec un allele
homologue normal et qu’elles se sont accumulées dans I'Y, transformant ce dernier en une sorte de
poubelle de I'évolution. Le chromosome Y est transmis uniquement de pere en fils. De nouveau,
c’'est cette particularité qui a été utilisée pour étudier I'origine des populations humaines, cette

fois-ci, du coté des hommes (Mitchell et al., 1996).
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Figure 10 : Schéma illustrant I’évolution du chromosome Y.
Source : Ravel et al., 2006.

I.2. Structure actuelle du chromosome Y

La région spécifiqguement male, c’est-a-dire située entre les régions PARs 1 et 2, est appelée
MSY (Male Specific Y chromosome) et représente la partie de I'Y qui normalement ne recombine

jamais avec le chromosome X (précédemment appelée NRY pour Non Recombining Y
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chromosome). La région MSY constitue pres de 95 % de la longueur du chromosome et montre,
dans la partie distale du bras long, une zone d’hétérochromatine non fonctionnelle qui présente
des variations de taille importantes selon les hommes. La partie fonctionnelle ou euchromatique de
MSY s’étend sur environ 23 méga bases, a la fois sur le bras court et la partie proximale du bras

long, ce qui représente un peu moins de 1 % du génome humain (Figure 11).
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Figure 11: Schéma de la structure du chromosome Y.
Source : http://www.jle.com/
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Chapitre C : Les marqueurs haplotypiques

La structure chromosomique de MSY differe de celle des autres chromosomes sur deux points
particuliers :
v 1l s’agit d’une région qui n’existe que chez les males ;
v' Cette région ne présente pas de recombinaison méiotique inter chromosomique

(crossing-over).

De part et d’autre se trouvent deux régions pseudo autosomales, nommées PAR (Pseudo
Autosomal Region) ou la recombinaison inter chromosomique est possible avec le chromosome X,

événement survenant normalement et fréquemment pendant la méiose masculine.

I.3. Diversité du chromosome Y

La conséquence directe de I'absence de recombinaison du chromosome Y avec le chromosome
X, en dehors des zones PAR, est que toute modification de la structure de ce chromosome
(mutation, délétion, duplication, insertion ou inversion) va se trouver fixée et étre transmise de

génération en génération.

L'utilisation de marqueurs génétiques (marqueurs binaires d’évolution lente type SNP pour
Single Nucleotide Polymorphism ou encore marqueurs microsatellites d’évolution rapide) permet
de reconnaitre des variétés différentes de chromosomes Y. Toutes ces variétés dressent un
véritable arbre phylogénétique du chromosome Y humain (Jobling et al., 2003). Ces différentes
sortes de chromosomes Y traduisent la diversité et I’extension de I'espéce humaine sur I'ensemble
de la planéte. Une mutation binaire survenant sur un chromosome Y particulier pourra donc
donner naissance a un nouvel haplogroupe. Ces modifications ponctuelles sont a I'origine de plus
de 150 haplogroupes différents, dont les fréquences varient selon les origines ethniques et
géographiques (Chromosome Y Consortium, 2002). Ces différents haplogroupes ont donc une
transmission paternelle et ne changent que par mutation. L'étude de ces mutations dans la région
male spécifique du chromosome Y permet d’étudier des phénomeénes intra-alléliques, comme le
taux de mutations spontanées dans une population donnée, sans l'interférence des processus inter-
alléliques qui surviennent dans les autres chromosomes. Il est ainsi possible d’obtenir des
informations spécifiques sur les taux de mutation dans une population donnée (Jobling et al.,

2003).
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Chapitre C : Les marqueurs haplotypiques

1.3.1. Les haplotypes du chromosome Y

Un haplotype est un groupe d'alléles de différents loci situés sur un méme chromosome et
habituellement transmis ensemble. Haplotype est un mot-valise formé par la contraction de la
locution anglaise haploid genotype, ou génotype haploide. L'ensemble des génes situés sur un
méme chromosome et dont les alléles ségrégent ensemble lors de la méiose constituent un

haplotype.

La meilleure facon pour caractériser un haplotype et qui est largement répandu est I'utilisation
des marqueurs microsatellites ou STR (Short Tandem Repeat) du chromosome Y. Ce dernier
contient des séquences répétées de nucléotides (de paires de bases). Le nombre de répétitions
varie d'une personne a l'autre. Un STR du chromosome Y est désigné par un nombre DYS (DNA Y-
chromosome Segment number). Lorsqu'on « test » une personne, on associe au marqueur DYS le
nombre de répétitions de la séquence STR du chromosome la personne concernée. lls sont utilisés
pour définir les haplotypes, la résolution de I'haplotype croit avec le nombre de marqueurs STR. a

I’heure actuel, plus de 77 marqueurs STR du chromosome Y sont répertoriés (Butler et al., 2008).

1.3.2. Les haplogroupes du chromosome Y

En génétique des populations, chaque branche majeure s'appelle haplogroupe (Hg) et chaque
sous-branche majeure sous-haplogroupe. Le terme haplogroupe ou sous-haplogroupe n'est pas
absoluy, il est relatif a I'endroit étudié de I'arbre (Figure 12). La définition de cet arbre est loin d'étre

achevée si bien que la dénomination des haplogroupes change régulierement (Jobling et al., 2003).
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Figure 12: Arbre simplifié pour les haplogroupes du chromosome Y.
Source : McDonald, 2005 ; www.scs.illinois.edu/mcdonald/WorldHaplogroupsMaps
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Chapitre C : Les marqueurs haplotypiques

La majorité des études utilisent a I’heure actuelle cet arbre généalogique de I'ADN-Y avec sa
nomenclature associée. Cette nomenclature a été définie une premiere fois en 2002 par le Y

Chromosome Consortium (YCC).

La classification des haplogroupes du chromosome Y est actuellement utilisée pour estimer le
groupe patri-linéale d’une population donnée. Les haplogroupes sont identifiés par des lettres
allant de A jusqu’a T. La cartographie des haplogroupes pour les marqueurs génétiques SNP du
chromosome Y sont mise a jour presque chaque année par ISOGG (International Society of Genetic

Genealogy).

1.3.3. Intérét du chromosome Y en généalogie et en génétique médicolégale

L'étude du chromosome Y présente deux avantages principaux : la spécificité de I'ADN masculin
lors de I'analyse de mélanges d'ADN et la possibilité de suivre les lignées paternelles. Outre dans les
recherches médicales comme celle de I'origine de I'infertilité masculine (Carvalho et al., 2003), les

marqueurs du chromosome Y peuvent étre utilisés pour de nombreuses applications telles que :

v’ L'analyse criminalistique d'indices dans le cadre d'agressions sexuelles (Sibille et al., 2002 ;
Parson et al., 2003) en permettant I'amplification spécifique de I'ADN masculin. Ceci peut
éviter les extractions différentielles pour séparer les spermatozoides des cellules
épithéliales ainsi que le masquage du profil masculin par le profil féminin ;

v’ La recherche de personnes disparues pour laquelle tout parent en lignée paternelle peut
étre utilisé comme échantillon de référence (Dettlaff-Kakol et al., 2002 ; Koyama et al.,
2002);

v’ Les tests de paternité déficiente pour relier les enfants masculins a une lignée paternelle
(Santos et al., 1993 ; Jobling et al., 1997 ; Rolf et al., 2001);

v’ Les études d'évolution et de migrations humaines (Figure 13), car l'absence de
recombinaisons (région non recombinante du chromosome Y, Non recombining region of
the Y chromosome, NRY) permet la comparaison d'individus masculins séparés par de
longues périodes de temps (Underhill et al., 2001 ; Ke et al., 2001) ;

v’ Les recherches historiques ou généalogiques puisque dans la majorité des sociétés le nhom
de famille se transmet de pére en fils (Foster et al., 1998 ; Jobling, 2001, Sykes et Irven,

2000 ; Trumme et al., 2004).
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Pour tous les marqueurs uni parentaux, |'interprétation statistique est plus compliquée et des
corrections appropriées tenant compte des sous-populations et des erreurs d'échantillonnage sont

nécessaires (Roewer et al., 2000 ; Roewer et al., 2001).
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Figure 13: Carte géographique retracant les principales migrations des haplogroupes du
chromosome Y.
Source : http://www.familytreedna.com/pdf-docs/2010-ydna-migration-map.pdf.
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I. Objectif du travail

Au début de cette étude, I'objectif est de construire un échantillon de la population marocaine,
renfermant trois groupes ethniques (Arabophones, Berbérophones et Sahraouis) afin d’analyser le
polymorphisme et établir une base de données (YHRD et EMPOP) en identité humaine des
marqueurs uni-parentaux, c’est-a-dire ceux situés sur la région contréle de I’ADN mitochondriale et

ceux du chromosome Y (Marqueurs STR et bi-allélique ou bien SNP).

Il. Echantillonnage

L'étude a été réalisée sur 509 échantillons non apparenté et issus de différentes régions du
Maroc. Dans notre collecte, nous nous sommes référés aux recommandations du comité
international Human Genome Diversity (HGD). Le consentement des personnes permettant la
réalisation de ces travaux a été précédée d'une information appropriée sur la nature et la finalité de
I'étude. Nous avons respecté dans I'établissement du questionnaire certaines regles d’ordre éthique
comme le respect d’autonomie de la personne, I'anonymisation la plus protectrice vis-a-vis de la
confidentialité. Aussi, nous avions tenu dans notre questionnaire a remonter jusqu’'a la 3eme

génération pour vérifier I'appartenance ethnique de chaque individu. (Annexe A).

I1l. De ’ADN dans I’échantillon a ’ADN dans le Tube

lll.1. Extraction des acides nucléiques

Quel que soit le type de matrice, le principe des techniques d'extraction d'ADN est sensiblement
le méme et comprend quatre grandes étapes : la lyse des cellules, la dégradation des protéines

libérées, la séparation des acides nucléiques des autres composants et la purification de I'ADN.

Le protocole ci-dessous permet I'extraction des acides nucléiques en utilisant le kit DNA 1Q™
System-Database (Promega, Madison, USA). Un volume de 25 pl de sang est mélangé avec 80 pl
d’une solution préalablement préparée du Tampon d’incubation/Protéinase K. Aprés incubation
d’une heure a 56°C dans un bain marie a sec, un volume de 232 ul d’une solution composé de 225 pl
du Tampon de lyse et 7 pl de la Résine (Billes magnétiques) est ajouté au mélange. Aprés, le mélange
est vortexer pendant 3 secondes au bout de chaque minute pendant 5 minutes. Les tubes sont placés

dans un portoir magnétique. Une nette pelote bien distincte est formée sur la paroi du tube en
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juxtaposition avec le portoir. Tout le liquide contenu dans le tube est ensuite éliminé sans atteindre
la pelotte de résine. Par la suite, 100 pl du tampon de lyse est ajouté aux échantillons, qui sont
vortexés pendant 2 secondes a haute vitesse et a nouveau remit au portoir magnétique. Le tampon
de lyse est éliminé de chaque tube sans toucher la pelote de résine puis 100 pl du tampon de lavage
est ajouté par la suite. Les tubes sont vortexés pendant 2 secondes a grande vitesse puis remis dans
le portoir magnétique afin d’éliminer la solution du tampon de lavage. Cette étape est répétée deux
fois pour un total de trois lavages. Sur le portoir magnétique les tubes sont incubés a température
ambiante en gardant les bouchons ouverts pour permettre I'évaporation des résidus du tampon de
lavage. Apreés lavage, 100 ul du tampon d’élution est ajouté aux tubes. L'ensemble est vortexé
pendant 2 secondes a grande vitesse puis incubé pendant 5 minutes a une température de 65°C.
Aprés incubations, les tubes sont vortexés pendant 2 secondes et placés immédiatement dans le

portoir magnétique. Enfin, I’ADN est transféré soigneusement dans les tubes appropriés.

l1l.2. Quantification de I'ADN par PCR en temps Réel

Au vu de la disparité qualitative et quantitative des échantillons a partir desquels I'ADN peut étre
extrait, il apparait indispensable de quantifier les extraits avant leur analyse. La détermination
guantitative d'ADN se base sur le nombre de cycles minimum (Ct) nécessaire a l'atteinte du seuil
correspondant a une fluorescence donnée dans le tube réactionnel. Le seuil est déterminé pour
correspondre a la zone d’amplification exponentielle de la réaction de PCR. On distingue deux types
de quantifications, I'une absolue se référant a une gamme de concentration connue et la seconde

relative se référant a une autre cible interne a I'échantillon tel un géne domestique.

Dans cette étude, les quantifications absolues ont été effectuées grace au kit Quantifiler™ Human
DNA Quantification Kit (Applied Biosystems®, Foster City,CA, USA) basé sur la méthode nucléase
fluorogénique 5' Nucléase (TagMan®). La gamme de concentration pouvant étre détectée est
comprise entre 23 pg et 50 ng/ul pour 2 L d'extrait. Les amplifications et lectures ont été faites au
moyen du systeme PCR en temps réel 7500 suivant le protocole décrit par le fabriquant (Applied

Biosystems®, Foster City,CA, USA).
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IV. Analyse du polymorphisme des marqueurs génétique du chromosome Y

Deux catégories de marqueurs moléculaires ont été utilisés afin d’analyser la diversité génétique

du chromosome Y dans la population marocaine :

a)

b)

Les marqueurs multi-allélique ou STR (Short Tandem Repeat) renferment plus de 200
marqueurs STR au niveau du chromosome Y (Y-STR) (Buttler 2003, Kayser et al., 2004). Les loci
multi-alléliques peuvent étre utilisés pour différencier les haplotypes du chromosome Y avec
une grande résolution qui est due a leurs taux de mutation trés élevés.

Les marqueurs bi-alléliques tels que les polymorphismes d'un seul nucléotide (Single
Nucleotide Polymorphisms, SNP) ou les petites insertions ou délétions (indels) représentent
une autre classe importante des marqueurs du chromosome Y. On se réfere parfois a ces
marqueurs en les nommant les polymorphismes d'événement unique car leur taux de
mutation est beaucoup plus faible que celui des STR (=10® contre =10® mutations par
génération) (de Knijff, 2000 ; Kayser et al., 2000 ; Kayser et Sajantila, 2001). Cependant, la
majorité des marqueurs bi-alléliques sont localisés dans la région non recombinante du
chromosome Y et de ce fait n'a pas d'impact détectable sur le phénotype d'un individu. Ces
SNP neutres sont tres utiles en tant que marqueurs en génétique des populations (Nielsen,
2004 ; Marth et al.,, 2004), pour les études de I'évolution moléculaire (Zhao et al.,, 2003 ; Y
chromosome consortium, 2002) et les analyses génétiques appliquées a la criminalistique (Gill,
2001 ; Gill et al.,, 2004). Le premier marqueur biallélique du chromosome Y a été décrit en

1994 (Hammer, 1994).

IV.1. Technologie du génotypage des STRs du chromosome Y

Grace a l'utilisation de molécules fluorescentes, une méthode rapide, fiable et hautement précise

a pu étre développée afin de déterminer le profil génétique STR du chromosome Y d’un individu : la

PCR multiplex. Basée sur le principe de base de la PCR. Les PCR multiplex sont réalisées a I'aide du kit

AmpFATR®Yfiler™ (Applied Biosystems®, Foster City,CA, USA). Le kit permet I'amplification

simultanée (dans un seul tube d’analyse) de 17 loci STR du chromosome Y. Les loci STR amplifiés par

le kit Yfiler™ peuvent étre subdivisés en trois catégories :
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¢ Haplotype minimal Européen (European minimal Haplotype) est déterminé par les loci
suivants: DYS19, DYS385a/b, DYS389I/Il, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393.

¢ Scientific Working Group-DNA Analysis Methods (SWGDAM) recommande d’ajouter sur le
panel Haplotype minimale Européen les loci suivants : DYS438 et DYS439.

¢ D’autant plus, d’autre marqueur hautement polymorphe ont été additionné par le fabriquant
(Applied Biosystems®, Foster City,CA, USA) qui sont: DYS437, DYS448, DYS456, DYS45S,
DYS635 (Y GATA C4) et Y GATA HA4.

Les procédés chimiques de la PCR Yfiler™ utilisent quatre couleurs (de différentes longueurs d’ondes)

pour marquer les amorces qui serviront de point de départ a I'amplification d’'un Y-STR spécifique

(Figure 14) :
¢ 6-FAM (bleu) pour les loci DYS456, DYS389I, DYS390, et DYS389ll
0 VIC (vert) pour les loci DSY458, DYS19 et DYS385a/b
¢ NED (jaune) pour les loci DYS393, DYS391, DYS439, DYS635 et DYS392
0 PET (rouge) pour les loci Y GATA H4, DYS437, DYS438 et DYS448

Une 5éme couleur (LIZ, orange) est utilisée lors de I'électrophorese pour surligner le standard de

taille.
AmpF/STR® Yfiler™
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Figure 14: Marqueurs de fluorescence utilisés dans le kit AmpFISTR®Yfiler™ (AppliedBiosystems,
Foster City,CA, USA) et taille des loci amplifiés.
Source : http://www.cstl.nist.gov/strbase/kits/Yfiler.htm
Ces colorations sont ensuite détectées par un LASER (dans un Analyseur Génétique) lors de la

séparation électrophorétique des produits de PCR. Les informations sont ensuite transmises a un

ordinateur qui va les collecter et les traiter. Des logiciels spécifiques attribuent alors a chaque alléle
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STR une taille (en paires de bases) a partir de laquelle le nombre de motifs répétés et le nom de cet

alléle sont déduits. Un profil génétique est ainsi généré pour chaque individu analysé.

IV.1.1. La PCR multiplex du kit AmpFISTR®Yfiler™ (Applied Biosystems®)

La réaction de polymérisation en chaine de 17 loci Y-STRs est effectuée en multiplex en utilisant le
kit AmpFISTR®Yfiler™ (Applied Biosystems, Foster City,CA, USA). Pour chaque échantillon, 10ul d’ADN
(0.5 a 1 ng/ul) est amplifié dans un volume réactionnel final de 25 pl dont 9.2 pul du Mix de la
réaction, 5.0 pl des amorces, 0.8 ul de I’ADN polymérase AmpliTaq Gold. En paralléle, deux
«témoins» sont utilisés, I'un dit «positif» pour valider le bon déroulement de la réaction (ADN
controle fourni avec le kit) et I'autre dit «négatif» pour s’assurer de la non contamination du milieu

réactionnel (eau milliQ).

Le déroulement de la PCR Yfiler™ est fait dans un thermocycleur GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) en trois étapes: aprés une incubation initiale a 95°C
pendant 11 minute, succédent 30 cycles composés chacun de trois paliers de température
(dénaturation : 1 min a 94 °C, hybridation 1 min a 61 °C, élongation 1 min a 72 °C). A la fin une

extension finale est réalisée a 60°C pendant 80 minutes.

IV.1.2. L’électrophoreése capillaire

L’électrophoreése capillaire permet de détecter et quantifier les différents produits de PCR mais
aussi de les séparer en fonction de leur taille et de leur fluorescence. Dans une électrophorése
capillaire, la séparation résulte de la migration des fragments d’ADN dans un champ électrique au
sein d’un capillaire de quelques microns de diameétre et rempli de gel de polyacrylamide. Les
molécules d’ADN sont séparées en fonction de leur taille : les plus petites traversent plus facilement
le maillage du polymeére et migrent donc plus rapidement au travers de ce réseau. La détection et la
guantification de la fluorescence des fragments (sous forme de pics colorés) sont effectuées par un
détecteur LASER placé en fin du parcours migratoire. Ainsi, les fragments les plus petits sont
chronologiquement détectés en premier et si deux (ou plusieurs) fragments ont la méme taille, ils
sont distingués par la couleur de leur fluorescence. Ce procédé d’utilisation de colorations de
différentes longueurs d’onde inclus dans la PCR multiplex permet ainsi de distinguer des fragments

chevauchants (méme taille).
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Dans cette étude, les électrophoreses capillaires ont été effectuées dans un Analyseur Génétique
a détection LASER de la fluorescence (modéle ABI Prism 3130xI, Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Les séparations ont été réalisées dans un capillaire de 47 cm de longueur (36 cm de la zone
d’injection jusqu’au détecteur laser), de 50 um de diamétre interne et rempli de gel de
polyacrylamide a 4% ou POP4. Les échantillons sont électro cinétiquement injectés dans le capillaire
en 5 secondes. La migration électrophorétique de chaque échantillon dure 30 minutes, a 15 kV et a

une température de 60°C.

Avant la séparation électrophorétique des fragments d’ADN, 1,5 pl du produit PCR multiplex est
mélangé avec 24.5 pl du Hi-Di™ formamide et 0,5 pl d’un standard de taille de fluorescence orange
(GeneScan 500 LIZ, Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA). Comme dans une électrophorese
classique, ce marqueur de taille «interne», préalablement calibré et dont la taille de chacun des
fragments-standards est connue, doit migrer en méme temps que I'échantillon afin de corréler
I’ensemble des parameétres pouvant influencer la migration (vitesse, temps de détection par le

LASER, pureté du gel, température...).

Dans chaque plaque d’échantillons soumis a I’électrophorése capillaire, un autre marqueur de
taille (« externe ») est ajouté : le ladder STR du chromosome Y. Il s’agit d’'une « échelle allélique »
constituée de brins d’ADN synthétique dont la composition et la taille (le nombre de répétitions) sont
connus. Le ladder contient, en fait, tous les alleles STR du kit Yfiler™ pouvant étre mis en évidence
avec une PCR multiplex donnée et il y a une échelle allélique pour chaque fluorochrome utilisé.
Comme pour un échantillon, le standard de taille interne est ajouté au ladder, les fragments d’ADN
(alleles STR) sont séparés lors de I'électrophorese et la fluorescence est détectée par le LASER. La
Figure 15 présente le ladder des 4 couleurs utilisées dans la PCR multiplex Yfiler™ (Applied

Biosystems®, Foster City, CA, USA).
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Figure 15: Echelles alléliques (ladder) utilisées dans la PCR multiplex Yfiler™ (Applied Biosystems).

Les échelles alléliques définissent, pour chaque locus STR, tous les alleles pouvant étre mis en évidence dans la
technologie du kit Yfiler™ (Applied Biosystems). Chaque pic coloré est un alléle et correspond a une taille
spécifique de fragment d’ADN et donc a un nombre précis de répétitions.

IV.1.3. L'obtention des profils Y-STRs

L'obtention du profil Y-STR d’un individu consiste a traiter informatiquement les informations
collectées par le LASER lors de I'électrophorése. La détection des produits de PCR d’un échantillon
par le LASER est transmise a un ordinateur (couplé au séquenceur automatique) et les Y-STR sont
représentés sous forme de pics colorés (alleéles Y-STR). Le Traitement des données se fait en deux

temps :

1. Assignation d’une taille (en paires de bases, pb) a chaque pic;

2. Détermination du nom de I’allele Y-STR.

En premier temps, le logiciel GeneMapper® ID (version 3.2, Applied Biosystems) trie les différents

fragments selon leurs fluorescences et leurs longueurs. Cette longueur est proportionnelle au temps
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de migration devant le LASER et se mesure en SCAN (Southern 1979). GeneScan détermine alors le
profil de séparation du standard de taille interne (de couleur orange) en corrélant les longueurs (en
SCAN) et les tailles (en pb) de chaque pic. Des profils de séparation sont ensuite tracés pour chaque
échantillon (ainsi que pour le ladder) et, par comparaison avec le standard de taille, le logiciel estime
la taille (en pb) de chaque fragment STR. L’analyseur génétique a un haut pouvoir de résolution

puisqu’il permet de distinguer des fragments d’ADN variant de seulement 1 pb.

En deuxieme temps, le logiciel commence par calibrer le standard de taille externe (ladder). A
partir de la taille (en pb) de chaque alléle, le logiciel en déduit le nombre de motifs répétés et
attribue cette valeur chiffrée (équivalente au nom de I'alléle) a chacun des pics du ladder. Les profils
de séparation de chaque échantillon sont ensuite comparés aux échelles alléliques de référence et
les noms des alleles STR sont déterminés pour tous les loci. On obtient ainsi le « profil

électrophorétique » de chaque individu, c'est-a-dire son « profil Y-STR » (Figure 16).
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Figure 16: Exemple d’un profile Y-STR d’un individu obtenu aprés la PCR multiplex Yfiler™ (Applied
Biosystems).
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Le profil Y-STR d’un individu décrit les alleles (nombre de répétitions du motif nucléotidique) de
17 loci du chromosome Y. Chaque alléle est représenté sous forme d’un pic coloré correspondant a
une taille de fragment d’ADN et donc a un nombre précis de répétitions. L'attribution des alléles
pour les 17 loci du chromosome Y suit les lignes directives de la société Internationale de Génétique
médico-légale (ISFG) (Gusmad et al., 2006). Le groupe d’allele obtenu apres la lecture du profile
représente un haplotype pour l'individu analysé. Un haplotype est une combinaison d’alleles de
différents loci situés sur un méme chromosome, étroitement liés (faible distance entre les loci) et
transmis en bloc des parents aux enfants. Divers haplotypes peuvent étre regroupés en haplogroupes

(Tableau 1).

Tableau 1: Résultat de la lecture du profil électrophorétique Y-STR d’un individu par ordre de taille

de séparation.

Locus Allele
DYS456 14 \
DYS393 13
GATA H4 11
DYS458 17
DYS391 9
DYS389 | 14
DYS437 14
DYS19 13
DYS439 10 Haplotype
DYS390 24
DYS438 10
DYS635 21
DYS385 a/b 13/14
DYS389 II 30
DYS448 20
DYS392 11 j

Ce tableau récapitule les alléles présents a chacun des 17 locus STR du chromosome Y pour I'individu de la

Figure 16.
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IV.1.4. Les outils informatiques

Divers outils et méthodes statistiques sont employés pour décrire la structure génétique de notre
population marocaine étudiée (n = 267) subdivisée en trois groupes ethniques [Arabe (n = 130),
Berbere (n = 69), Sahraoui (n = 68)]. Les premiers calculs effectués permettent de quantifier les 17
marqueurs STR du chromosome Y étudiés (fréquences alléliques, fréquences haplotypiques, diversité
génétique,...). Ensuite notre population est comparée a d’autres populations et ordonnées selon des
procédures de classification automatique ou de regroupement hiérarchique afin de retracer leurs

affinités génétiques.

i. La structure génétique

L’étude des microsatellites du chromosome Y de notre population analysée a été réalisé sur la
base des fréquences alléliques de chaque locus. Différentes analyses statistiques sont réalisés par le

graticiel Arlequin v.3.11 (Excoffier et al.,, 2005) (URL: http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/).

L’analyse par Arlequin permet d’estimer :

R La Diversité Génétique (Gene Diversity, GD) : La diversité génétique définit par Nei en 1973
mesure comme l'indique son nom le degré du polymorphisme génétique dans une
population ou le pouvoir de discrimination de chaque locus. Elle est calculée par la formule

suivante ol n est le nombre des échantillons étudiés et pi est la fréquence allélique :
GD = (N/N — 1)(1 — Epi?)

&R La Diversité Haplotypique (Haplotype Diversity, HD) : Elle présente la probabilité que deux
haplotypes choisis au hasard soient différents. DH est calculée par la méme formule que GD

ou pi est la fréquence haplotypique au lieu de allélique.

R La Capacité de Discrimination (Discrimination Capacity, DC) : est par définition, la fréquence
par laquelle deux individus non apparentés peuvent étre discriminés. Elle est calculée en

divisant le nombre des différents haplotypes par le nombre total des haplotypes.

&R Le Nombre des Haplotypes Uniques (No. Of Unique Haplotypes, NUH) : NHU est le nombre

des haplotypes observés une seule fois dans la population.
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ii.  Les distances entre les populations

La comparaison des populations passe par la quantification de leurs différences (génétiques,
géographiques, linguistiques, culturelles...), qui se traduit par le calcul de distances entre les groupes
analysés. Ces calculs et I'établissement de matrices de distances sont a la base des analyses

phénétiques réalisées en Phylogénie.

Par définition, une distance est une mesure de I'éloignement entre objets : plus les objets sont
différents, plus la distance est grande ou, inversement, plus la similarité globale entre deux objets est
grande, plus la distance qui les sépare est petite. Une distance entre deux objets A et B vérifie trois

conditions mathématiques :

&R La distance est positive si A est différent de B, mais nulle si A est égal a B (il s’agit lors de la

distance d’un objet a lui-méme) : propriété de séparation.

R La distance de A a B est égale a celle de B a A (la distance est indifférente du sens du

parcours) : propriété de symétrie.

R La distance entre A et B est la plus directe (c'est-a-dire plus courte que celle qui passe par un
troisieme objet C) : inégalité triangulaire. Une distance vérifiant cette inégalité triangulaire est

une distance métrique.

Les distances utilisées dans les méthodes de reconstruction phylogénétique doivent avoir ces
propriétés des distances définies mathématiquement. Cependant, la distance génétique sera aussi
définie par d’autres types de critéres et devra donc répondre a un modéle génétique expliquant le
processus ayant conduit a la différenciation de deux populations (par exemple la mutation, la
mutation et la dérive, la sélection...). La distance de Nei, utilisée dans la méthode du Neighbor-
Joining, est linéairement proportionnelle au temps de divergence entre deux populations et suppose
que les vitesses d’évolution sont constantes d’un locus a l'autre et d’une génération a I'autre (Nei
1972 et 1978). Les distances Fst mesurent la divergence des populations due a la dérive et sont donc
appropriées a des temps courts ou les mutations sont négligeables (Reynolds 1983). La valeur d’une
distance Fst varie entre 0 (pas de différenciation génétique entre les populations) et 1
(différenciation la plus extréme, isolation complete des populations). Les distances Fst dérivent des

indices Fst. Ces derniers ne sont pas des distances a proprement parlé car ils ne respectent pas la



Parti Il : Matériels et méthodes

régle de l'inégalité triangulaire. lls renseignent néanmoins sur les différenciations génétiques
observables entre des populations et sur leur significativité. Les indices Fst sont calculés entre chaque
paire de populations et leur significativité est testée par une procédure non-paramétrique « test

AMOVA ».

L'AMOVA (Analysis of MOlecular VAriance) ou Analyse de la Variance Moléculaire permet
d’étudier la diversité génétique des populations d’'une méme espéce selon différents critéres:
géographiques, culturels, linguistiques, etc. (Excoffier et al.,, 1992). Elle est basée a la fois sur
I’analyse de la variance des fréquences géniques et sur le nombre de mutations entre les haplotypes
moléculaires. Sur la base d’une division hiérarchique des populations selon des critéres non
génétiques, I'approche estime les composants de la variance totale observée a trois niveaux : (i) dans

une population, (ii) entre les populations et (iii) entre des groupes de populations.

Dans notre étude nous avons comparé notre population marocaine en utilisant I'outil AMOVA
(Ost statistics) disponible sur la base de donnée YHRD (URL : www.yhrd.org) avec neuf populations :
[Algérie (Robino et al., 2008), Tunisie (Onofri et al., 2008), Nord d’Egypte (Omran et al., 2008), Iran
(Roewer et al., 2009), Grece (Kovatski et al., 2009), Italie (Ferri et al., 2009), Portugal (Carvalho et al.,
2003), Namibie (Fujihara et al., 2009), Chine (Zhu et al., 2008)]. Les résultats issus du test AMOVA
permet de visualiser en deux graduations multidimensionnelles la distance génétique entre les

populations analysées.

IV.1.5. Controdle de qualité par YHRD

La publication des résultats du typage des STR du chromosome Y de la population marocaine
étudiées (n = 267) a la base de donnée de référence YHRD (www.yhrd.org) a été précédé par la
réalisation d’un test de controle qualité dans le but d’évaluer la nomenclature correcte des alleles
selon les recommandations de I'ISFG « International Society of Forensic Genetics » pour I'analyse des
STR du chromosome Y (Gusmad et al.,, 2006). Cinq échantillons d’ADN inconnus recus de la base de
données YHRD ont été analysés pour les 17 locus en utilisant le kit Yfiler™ (Applied Biosystems®,
Foster City, CA, USA). Suite a I'évaluation des résultats et la certification (annexe B), des numéros
d’accessions ont été attribués pour les trois groupes ethniques: Rabat, Morocco [Arab] YA003437,
Rabat, Morocco [Berber] YA003438, et Rabat, Morocco [Sahrawi] YA003439. Les données du

polymorphisme des 17 marqueurs STR du chromosome Y des populations citées précédemment
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peuvent étre retrouvé sur la base de donnée YHRD (URL: www.yhrd.org) soit par leurs numéros

d’accession ou bien par le nom de la population.

IV.2. Technologie du génotypage des marqueurs bi-alléliques du chromosome Y

Les méthodes de typage des marqueurs bi-allélique ou bien SNP (Single Nucleotide

Polymorphisms) font intervenir deux étapes :

1. Une étape d’amplification par PCR de la région contenant le SNP;
2. Une étape d’analyse post-PCR pour déterminer le variant allélique au site polymorphe

considéré.

Les analyses post-PCR sont fondées soit sur I’hybridation d’une sonde sur le produit amplifié, soit
sur une ligation des amorces, soit sur un clivage de sonde, soit encore sur une extension des
amorces. Il existe également différents systemes de détection des produits de la discrimination
allélique parmi lesquels les puces a ADN, I’électrophorese, la PCR en temps réel, le pyroséquencage
et la spectrométrie de masse. Par la présence d’un instrument d’électrophorése capillaire ou bien
I’analyseur génétique 3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) au laboratoire des sciences
médico-légales a [l'université George Washington (Washington, DC, US), La combinaison
technologique employée est une extension d’amorce, qui répond aux besoins qualitatifs d’une
analyse d’identification génétique de notre population marocaine étudiée (n = 159), subdivisé en

trois groupes ethnique [Arabe (n = 42), Berbére (n = 67), Sahraoui (n = 50)].

Cette étape, également appelée miniséquengage, est précédée par une étape d’amplification de
la région d’ADN contenant le SNP d’intérét au moyen d’un couple d’amorces. Les produits PCR
obtenus sont purifiés puis soumis a la réaction du miniséquengage ou d’extension d’amorce. Cette
réaction repose sur I'hybridation de lI'amorce a une base en amont du polymorphisme et son
extension de maniére complémentaire a I'allele présent sur I'ADN cible. Cette extension se fait grace
a une ADN polymérase qui incorpore de maniere indifférente les didéoxyNucléotide TriPhosphate

(ddNTPs) (Figure 17).

Nous avons choisi pour cette étude de discriminer les alléles par extension d'amorce en utilisant

la technologie du kit ABI Prism® SNaPshot™ Multiplex (Applied Biosystems, Foster city, CA, US)
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constituée de I'’AmpliTag® DNA Polymerase et d’'un mélange de ddNTP marquée par des

fluorochromes (Tableau 2).

Locus 1 Locus 2 Locus 3
PCR
Multiplex
ddNTPs
v
3’ p— A 5’ 3’ — T — 5’ 3’ ep—— c [
Extension
d’amorce Ou _ _ _
réaction de / /
miniséquencage
Amorce
Locus 1 Locus 2 Locus 3
v T A G

Electrophorese
capillaire

Unité Relative de Fluorescence
(RFU)

Taille Relative

Figure 17: Principe du génotypage par SNaPshot™ Multiplex par extension allele
d'amorce, selon le SNP.

spécifique
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Tableau 2: les Fluorochromes des ddNTP du kit ABI Prism® SNapShot™

ddNTP Fluorochrome Couleur des données analysées
A dR6G Vert
C dTAMRA™ Noir
G dR110 Bleu
T (V) dROX™ Rouge

IV.2.1. Sélection des marqueurs bi-allélique du chromosome Y

Dans I'objectif de déterminé I'haplogroupe le plus fréquent dans la population Marocaine, nous
avons ciblé dans notre étude 22 marqueurs bi-alléliques du chromosome Y subdivisés en quatre

multiplex :

&R MYO01: A-M91 (A), B-M60 (B), C-RPS4Y711 (C), D-M174 (D), J-M267 (J1), I-M170 (1), R-M207
(R);

&R MY02: E-P147 (E1), E-M132 (Ela), E-P189 (Elbla), E-M215 (E1b1b), E-M81 (E1blb1b), E-M54
(E2b), J-M172 (J2);

&R MY03: J-124 (J2a4h), J-M221 (J2b), R-L63 (R1a), R-M343 (R1b), R-M269 (R1b1b2), T-M70 (T);

&R MY04: E-M35 (E1b1b1), E-M78 (E1blb1la).

Ces derniers, ont été sélectionnés selon une stratégie hiérarchique basée sur I'arbre
phylogénétique reconnue par le Consortium du Chromosome Y (CCY) (Y Chromosome Consortium,
2002). La nomenclature des loci suit les recommandations de Karafet et collaborateurs (2002). Les
séquences de références des loci choisis ont été prises depuis : International Society of Genetic

Genealogy, Y-DNA Haplogroup Tree 2010 (http://isogg.org/tree).

IV.2.2. La conception des amorces

i. Pourla PCR

La mise au point d'une réaction PCR spécifique et efficace dépend fortement du choix des
amorces. La conception des amorces a été faite avec |'utilitaire « Integrated DNA Technologies »

(URL: http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/). La température d’hybridation a été

fixée a 55°C pour tous les couples d’amorces afin de développer des multiplex, le pourcentage de GC

varie entre 45 et 50%, la taille des fragments a amplifiés a été limité a 295 pb (annexe C).
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Les dimeres et les structures en épingle a cheveux des amorces ont été vérifiés en utilisant

Iutilitaire AutoDimer (Vallone et al., 2004).

Dans un premier temps, les fragments contenant les SNP d’intérét ont été amplifiés
individuellement (PCR single) dans le but de valider la spécificité de I'amplification. Les réactions
d'amplifications ont été développées dans des conditions identiques pour tous les fragments
d'intérét. Les produits d'amplification ont été observés sous lumiere UV aprés électrophorese sur gel
a 2% d'agarose standard contenant du BET, dans du tampon TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM acide
borique, 2 mM EDTA, pH 8,3).

ii. Pour I'extension d’amorce (Primer Extension, PEX)

Le choix des amorces pour I'extension alléle spécifique d'amorce est limité par rapport a celui des
amorces PCR. En effet, une amorce PEX doit s'hybrider immédiatement en amont du polymorphisme.
La longueur de l'amorce étant limitée par la température de fusion imposée, le choix entre les

orientations sens et anti-sens sera guidé par la "qualité" de la séquence uniquement.

La conception des amorces PEX a été réalisée par le logiciel Primer Express™ v. 2.0 (Applied
Biosystems, Foster city, CA, US). Une queue homopolymérique en Thymine a été ajouté d’'une
maniere croissante afin d’éviter le chevauchement entre les différents produits de réaction de

miniséquencage au cours de I'électrophorese en multiplex (annexe D).

Dans un premier temps, les SNP d'intérét ont été analysés individuellement (singlePEX) dans le
but de valider la spécificité d'extension. Les PEX simultanées (multiPEX) n’ont été optimisées

gu’apres validation de la faisabilité technique de I’'analyse des SNP et de leur informativité.

IV.2.3. L’amplification PCR multiplex et purification

Pour Chaque échantillon, 2 pl d’ADN génomique (3 a 5 ng/pl) ont été amplifiées par les 4
multiplex MYO1 (Heptaplex), MY02 (Heptaplex), MY03 (Hexaplex) et MYO04 (Duplex) cités
précédemment. Le mix réactionnel du volume final de 25 pl est composé par 1X GeneAmp® PCR
Gold (Applied Biosystems, Foster city, CA, US), 400 um de dNTPs, 3 mM du MgCl2, 0.65 mg/ul de
L'albumine de sérum bovin ou (ASB) et 1.5 Unité de I’AmpliTaqg Gold® DNA polymerase (Applied

Biosystems). La concentration finale des amorces est comprise entre 0.08 et 0.8 pmol. Les
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amplifications ont été conduites sur un thermocycleur GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Apres une activation pendant 10 min a 95°C, succedent 35 cycles
d’amplification composé de trois paliers de température (Dénaturation : 30 sec a 94°C, Hybridation :
30 sec a 55°C, élongation : 30 sec a 72°C). A la fin du dernier cycle, une élongation finale pendant 10

min a 72°C.

Apres amplification, un volume de 5 pl de produits PCR a été purifié des amorces non fixées et les
dNTPs non incorporées par I'ajout d’une unité de I'Exonucléase | (USB Corporation) et une unité de
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP). L’incubation des produits PCR a été conduite sur un
thermocycleur GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) selon le

programme suivant : 70 min a 37°C et 20 min a 65°C.

IV.2.4. La réaction du miniséquencage multiPEX et détection de la fluorescence

La réaction du miniséquencage a été conduite dans un volume réactionnel de 15 pl contenant 1.5
ul d’ABI Prism ® SNaPshot ™ multiplex kit (Applied Biosystems), 2 pl de produit PCR purifiée et 1.5
pmol de chaque amorces PEX. Les réactions du miniséquencage multiPEX ont été conduites sur un
thermocycleur GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) avec un
programme comprenant 25 cycles de Dénaturation (10 sec a 95°C), Hybridation (5 sec a 50°C) et une

élongation (30 sec a 60°C).

Les électrophoreses capillaires des produits non purifiés de la réaction du miniséquencage
multiPEX ont été réalisées dans un analyseur génétique (ABI Prism® 3130, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Les séparations ont été effectuées dans un capillaire de 47 cm et rempli de gel de

polyacrylamide POP7.

Apres électrophorése, les résultats ont été analysés en utilisant le logiciel GeneMapper v 4.0

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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V. Mise en évidence du polymorphisme de ’ADN Mitochondrial

V.1. Le séquencgage de ’ADN mitochondrial

Les premiers séquencages de ’ADN mitochondrial (ADNmt) humain ont été réalisés a partir des
années 1990 et concernaient uniquement la partie non codante du génome. La premiere étude des
segments hypervariables (HVI et HVII) de la région controle d’individus africains (121 sub-Sahariens)
a été faite en 1991 (Vigilant et al.,). Les auteurs ont alors montré que la région non codante de
’ADNmt a une diversité 3 a 4 fois plus élevée que celle de la région codante. L’analyse de
populations amérindiennes, effectuée en 1993, a défini la nomenclature a utiliser pour désigner les
haplogroupes mitochondriaux (Torroni et al., 1993). A partir de 13, les haplogroupes des autres
régions du Monde ainsi que la phylogénie des divers marqueurs ont été décrits (Torroni et al., 1994b
et c; Richards et al., 1998). Aujourd’hui, le séquencage de I’ADN mitochondrial concerne I’'ensemble
des fragments hypervariables de la D-loop. Depuis peu, le séquencage complet de la molécule
d’ADNmt (régions codante et non codante) se développe, augmentant ainsi la précision des

définitions des haplogroupes mitochondriaux (Torroni et al., 2006).

V.2. Stratégie d’analyse de la région contréle de ’ADNmt de notre population

étudié

L'amplification et le séquencage de la région contrdle (D-loop) de ’ADN mitochondrial de notre
échantillonnage (n = 509) suit la stratégie du laboratoire d’identification génétique des forces armée
AFDIL (Armed Forces DNA Laboratory, Rockville, Maryland, USA) selon la procédure décrite par
Brandstatter et al.,, (2004) avec des modifications mineures au niveau des amorces pour le

séquencage (Irwin et al., 2007).
V.2.1. Amplification et séquengage de la région contréle de I’ADNmt

Dans notre étude, I'amplification de la région contréle de ’ADN mitochondrial a été subdivisé en
3 PCR (Figure 18). Les séquences des amorces pour la PCR et les séquences des amorces pour le

séquencage sont illustrées dans le tableau 3.
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Tableau 3: Les séquences des amorces utilisées pour I'amplification et le séquengage de la région
controle de TADNmt.

Région Position et séquences Position et séquences des amorces pour le
d’amplification des couples d’amorces PCR ségquencage
F15971 : 5'-TTA ACT CCA CCA TTA GCA CC-3' | F15971:5-TTA ACT CCA CCA TTA GCA CC-3'
Ampl R16175 :5’-TGG ATT GGG TTT TTATGT A-3’

R16410 : 5'-GAG GAT GGT GGT CAA GGG A-3" | R16410 : 5'-GAG GAT GGT GGT CAA GGG A-3’

F16222 : 5'-CCT CAA CTA TCA CAC ATC-3’ F16222 : 5'-CCT CAA CTA TCA CAC ATC-3'

Amp2 R16450 :5’-GCT CCG GGC CCA TAA CACTTG-3’

R274 :5'-TGT GTG GAA AGT GGCTGT GC-3" | R274 : 5'-TGT GTG GAA AGT GGC TGT GC-3’

F15 : 5'-CAC CCT ATT AAC CAC TCA CG-3’

F15 : 5'-CAC CCT ATT AAC CAC TCA CG-3’
R484:5'-TGA GAT TAG TAG TAT GGG AG-3’

Amp3

F314: 5’-CCG CTT CTG GCC ACA GCA CT-3’
R599 : 5’-TTG AGG AGG TAA GCT ACA TA-3’

R599: 5'-TTG AGG AGG TAA GCT ACA TA-3’

Pour chaque échantillon, 3 pul d’ADN (5 a 10 ng/ul) a été amplifié par les trois couples d’amorces
PCR dans un volume final de 50 pl. Le mélange réactionnel comprends 5 pl du tampon 10X
GeneAmp’ PCR Gold (Applied Biosystems), 4 ul dNTP (10 mM), 2 ul de chaque amorce (200 nM) et
0,5 ul d’AmpliTaq Gold’ DNA polymérase.

Les amplifications sont conduites sur un thermocycleur GeneAmp™ PCR System 9700 (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, USA). Les conditions de la PCR sont identiques pour tous les paires
d’amorces, avec une activation initiale de la Taq Gold polymérase a 96°C pendant 10 min et suivie de
36 cycles d’amplification (dénaturation : 30 sec a 94°C, hybridation 30 sec a 56°C, élongation 1 min a
72°C), puis d’une élongation finale (7 min a 72°C). Aprés la PCR, la présence du produit PCR a été
confirmée sur un gel d’agarose 1 %. Les produits de PCR sont par la suite été purifiés en ajoutant
dans chaque tube 1,5 pl d’ExoSAP-IT (USB Corporation) et 18,5 ul du tampon de dilution SAP (shrimp
alkaline phosphatase). La purification a été conduite dans un thermocycleur GeneAmp™ PCR System
9700 (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) selon le programme suivant : une étape d’activation

de I'’enzyme 80 °C pendant 15 minutes qui est suivie par une incubation a 37 °C pendant 20 minutes.

Dans un volume final de 20 pl, les réactions de séquences ont été réalisées en double a
I’exception de I'amorce R16450 pour I'amplicon 2. Le milieu réactionnel contient 1,5 pl du BigDye

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA), 6 ul du tampon de
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séquencage (Applied Biosystems®), 0.5 pl du dGTP, 2 pl soit 10 uM d’amorce et 2 ul du produit PCR
purifié. La réaction de séquence est conduite sur un thermocycleur GeneAmp™ PCR System 9700
(Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) selon les conditions suivantes: une dénaturation initiale a
96°C pendant une minute suivie de 25 cycles (dénaturation : 10 sec a 95°C, hybridation 5 sec a 50°C,
élongation 4 min a 60°C). La réaction de séquences est suivie par une purification a 'aide des
colonnes AGTC (Edge Biosystems, Gaithersburg, MD, USA) selon le protocole décrit par le
fabricant. Apres la purification, I'électrophorése capillaire est réalisée sur I'analyseur génétique

3730x! (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA).

HVI | HV/II H\/1I
|
16024
16400 1 44 340 438 576
R F314 -
F15971 R484
-— —
R16410 F15 «—
- R599
R16175

Amplification 2
F16222/R274

Amorces pour
séquencage
F16190 x 2
R16450
R274 x 2

Figure 18: Stratégie d’amplification et du séquencage de la région contréle de ’ADN mitochondrial
Humain suivi a AFDIL.
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V.2.2. Analyse des données et contréle qualité

Dans la mesure d’assurer une tres grande qualité de donnée, pour chaque échantillon une double
analyse a été effectuée. Les séquences consensus générées sont alignées et comparées a la séquence
de référence rCRS par deux scientifiques indépendants a I'aide du programme Sequencher v4.7
(GeneCodes, Ann Arbor, MI). S’il n’y a pas de divergence entre les deux résultats et la validation de la
nomenclature des différences par rapport a la séquence de référence rCRS, I'haplotype ainsi est
déterminé. La séquence consensus finale est exportée du programme Sequencher ensuite importer

vers la base de données interne du laboratoire.

Une vérification finale a été effectuée par I'’envoie des séquences brutes de chaque individu ainsi
les fichiers export de la séquence consensus généré par Sequencher a l'institut de médecine légale
d’Innsbruck (Autriche), ou ils seront réalignés une autre fois par deux scientifiques indépendants.
Dans le cas d’absence de divergence, les données ont été éditées et incorporés dans la base de
données EMPOP (http://www.empop.org). Les haplotypes sont enregistrés sous les numéros
d’accessions suivants : Moroccan Arab EMP00280 (n = 42), Moroccan Berber EMP00281 (n = 69),
Moroccan Sahrawi EMP00282 (n = 53) et Moroccan Mixed EMP00283 (n = 345). Les séquences
consensus finaux de notre échantillonnage peuvent aussi étre aussi trouvées sur GenBank sous les

numéros d’accessions suivants : JF749296 - JF749804.

Aprés la confirmation des séquences par EMPOP, I'étape suivante consiste de classifier chaque
haplotype de notre échantillonnage en haplogroupe et sous haplogroupes en fonction des mutations
caractéristiques par [l'utilisation de [I'arbre phylogénigue de [I’ADN mitochondriale

(www.phylotree.org), (Van oven et al., 2009) (annexe E).

V.2.3. L’analyse statistique des données

Différents parametres statistiques tel que la diversité génétique, La probabilité de rencontrer le
méme profil génétique chez deux individus inapparentés (Random Match Probability) et la
comparaison par paire entre les individus (Pairwise) ont été calculé par le programme LISA du
laboratoire AFDIL (Laboratory Information Systems Applications, Future Technologies Inc., Fairfax,

VA) pour I'analyse de 509 haplotypes de notre population étudié.
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I. Analyse du polymorphisme des marqueurs du chromosome Y

I.L1. Les marqueurs STR

Selon les résultats issus de I'analyse du polymorphisme des 17 loci STR du chromosome Y (DYS19,
DYS385a/b, DYS389l/1l, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438, DYS439, DYS437, DYS44S,
DYS456, DYS458, DYS635 (Y GATA C4) et Y GATA H4) en utilisant le kit AmpF/ATR®Yfiler™ (Applied
Biosystems, Foster city, CA, USA), le tableau 4 montre que sur un totale de 267 individus masculins
marocain non apparentés et appartenant au trois groupes ethnique [Arabophones (n = 130),
Berbérophones (n = 69), Sahraouis (n = 68)], deux cent cinquante-sept individus, soit 96,25% de notre
population, présentent différents haplotypes, dans lesquels 237 sont des haplotypes uniques
(observés une seule fois dans la population étudiée) et 10 haplotypes dont chacun observé chez
deux individus. Par ailleurs, quatre individus appartenant au groupe ethnie Arabe de notre
population présentent des duplications au niveau du chromosome Y pour les loci DYS448 (n = 2),

DYS456 (n = 1) et DYS635 (n = 1).

L'amplification des fragments ADN renfermant des régions répétées ou STR peuvent présenter un
phénomeéne rare connu sous le nom alléle nul. Ce type de phénomeéne peut avoir lieu dans le cas
d’une mutation au niveau de la région 3’ (drop out) du site d’hybridation des amorces sens. Notre
étude a montré que sur les 267 individus analysés, 19 entre eux présentent des alleles nuls,
respectivement 17 au niveau du locus DYS456 [Arabophones, n = 12 ; Berbérophones, n = 5] et chez
deux individus arabophones pour le locus DYS458. Afin de confirmer la présence de ces alleles nuls,
une deuxiéme amplification a été réalisée par le kit AmpF/ATR®Yfiler™ (Applied Biosystems, Foster
city, CA, USA). Nous étions limités d’utiliser le kit PowerPlex® Y (Promega corporation) dont le panel
est de 11 marqueurs (DYS391, DYS389 I, DYS439, DYS389 I, DYS438, DYS437, DYS19, DYS392,
DYS393, DYS390 et DYS385 a/b), en raison de I'absence des marqueurs génétiques DYS456 et
DYS458.

Un autre cas a été aussi observé dans notre population étudiée, ol on rencontre des alléles qui ne
tombent pas dans les 0,5 pb du lieu correspondant a I’échelle allélique d’un locus donné. Ce type de
variation allélique est désigné par les alléles variants du terme anglais off-ladder ou microvariant.
Deux types de cas d’alléles variants ont été rencontrés a I’échelle de notre population étudiée. D’'une

part un alléle variant qui est plus petit par rapport a I'échelle allélique du locus DYS458, et ceci a été
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observé chez un seul individu appartenant au groupe ethnie Sahraoui qui présente I'alleéle 13 avec
une fréquence de 0,004 (Figure 19). D’apres la base de données européenne YHRD (www.yhrd.org),
la distribution de I’allele 13 pour le locus DYS458 est tres rare chez 7 métapopulations (Figure 20). En
outre, sur la base de données américaine pour le chromosome Y «USYSTR »

(www.usystrdatabase.com), I'allele 13 est trouvé chez seulement 26 individus sur un total de 18193

individus (données Mai 2013) (Figure 21).
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Figure 19: lllustration du profile Y-STR pour le locus DYS458 issu du prologiciel GeneMapper® v 3.2
de I'individu qui présente I'allele variant (allele 13).

N dfrican

Figure 20: Distribution des fréquences allélique pour le locus DYS458 des métapopulations suivantes
: Eurasienne, Asie de I'EST, Aborigéne d’Australie, Africain, Eskimo-Aleut, Afro-Asiatique
et les américains autochtones.

Source : www.yhrd.org
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B Nombre d'individus ayant I'allele 13 pour le locus DYS458

9
7
5
3
I |

African Asian Caucasian Hispanic Native American
American (n=1829) (n=7078) (n=3243) (n=1064)
(n=4979)

Figure 21: lllustration graphique des individus ayant l'allele 13 pour le locus DYS458 dans 5
métapopulations : Africain Américain, Asiatique, Caucasien, Hispanique et Autochtone
Ameéricain.
Source : www. usystrdatabase.org.

D’autre part et pour le méme locus (DYS458), un alleéle tombe entre les barreaux de I’échelle
allélique. Au niveau de notre population étudiée, ce type d’alléle variant ou microvariant a été
rencontré chez 14 individus qui présentent I'allele 18.2 [Arabophones, n = 8 ; Sahraouis, n = 6] et un
individu appartenant au groupe ethnie Sahraoui qui présente l'allele 19.2 (Tableau 4). Dans ce cas
particulier, le microvariant posséde une répétition partielle par rapport a un allele normale pour le
locus DYS458 avec un ordre de répétition compléte, dont la structure est [GAAA], qui tombe
directement sur I'un des barreaux de I'intervalle de I’échelle allélique. A cet égard, la fréquence des
deux microvariant 18.2 et 19.2 observés dans notre population est petite par rapport a ce qui été

observé chez une population situé au sud de I'Egypte (Omran et al., 2008).
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Tableau 4: Fréquences des haplotypes pour 17 Loci Y-STR de notre population étudiée (n = 267)

Hp |Fréq| GE DYS| DYS | DYS | DYS | DYS|DYS|DYS|DYS|DYS|DYS|DYS| DYS | DYS | DYS| DYS |Y GATA

19 [385a/b|3891|38911|390|391|392|393|437|438|439| 448 | 456 | 458 | 635 H4
Hpl 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 20 16 19 21 12
Hp2 1 Ar 14 | 13,18 13 30 23 | 11| 11|12 |14 | 10 | 10 20 14 [18.2| 20 11
Hp3 1 Ar 13 | 13,14 13 29 24 | 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 20 15 19 21 12
Hp4 1 Ar 14 | 13,19 13 29 23 11111112 |14 ] 10| 11 20 14 [18.2| 21 11
Hp5 1 Ar 14 | 12,12 13 30 22 8 11|13 |14 | 10| 13 22 15 16 21 12
Hp6 1 Ar 14 | 12,14 13 29 24 | 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 20 16 18 21 12
Hp7 1 Ar 14 | 13,14 14 30 23 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 20 16 18 21 13
Hp8 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 20 14 18 21 11
Hp9 1 Ar 18 | 15,16 13 30 21 113 11|17 |14 | 11 | 10 21 15 17 21 12
Hp10 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 20 15 17 21 12
Hpll 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 | 13 114 | 10 | 10 20 16 17 21 12
Hpl2 1 Ar 14 | 13,18 13 31 23 | 11 11|12 |14 | 10 | 12 20 14 [18.2| 21 11
Hp13 1 Ar 14 | 13,15 14 29 24 | 9 11 | 13 114 | 10 | 10 20 15 18 21 12
Hpl4 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 112 1141 10 | 11 20 16 19 22 12
Hp15 1 Ar 13 | 13,14 14 31 23 9 11 1 13 |14 | 10 | 10 20 15 19 22 12
Hpl6 1 Ar 15 | 11,12 13 30 2111011113 |14 ] 10 | 12 21 14 16 20 11
Hpl7 1 Ar 15 | 11,12 13 29 21 9 11 113 |14 | 11 | 12 21 14 16 20 11
Hp18 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 114|110 | 11 20 16 18 22 12
Hp19 1 Ar 14 | 13,19 14 31 23 | 1111|112 |14 | 10 | 12 20 14 [18.2| 21 11
Hp20 1 Ar 13 | 13,14 15 31 24 | 9 11113 |14 1 10| 9 20 15 18 21 12
Hp21 2 | Ar\Sw | 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 20 15 18 21 12
Hp22 1 Ar 14 | 12,14 13 29 24 110 | 13 | 13 | 15| 12 | 12 19 17 17 23 12
Hp23 1 Ar 17 | 14,15 13 29 23 111113 113 |14 | 12 | 13 19 15 16 23 11
Hp24 1 Ar 14 | 13,17 13 30 23 |11 |11 ]112 |14 ] 10| 11 20 14 [18.2| 20 12
Hp25 1 Ar 15 | 13,14 14 30 24 | 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 20 15 17 20 12
Hp26 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 21 16 19 22 12
Hp27 1 Ar 15 | 14,15 12 29 2111011113 |15 ] 10| 11 22 15 17 21 12
Hp28 1 Ar 16 | 13,14 12 29 2111011 ]115]16 | 10 | 11 22 15 18 22 11
Hp29 1 Ar 13 | 17,18 12 29 22 11011113 |14 ] 10| 11 20 15 14 21 11
Hp30 1 Ar 13 | 13,14 13 29 24 | 9 11 | 13 114 | 10 | 10 20 15 20 19 12
Hp31 1 Ar 13 | 13,15 14 30 24 | 9 11 113 114 |1 10 | 11 20 15 18 22 12
Hp32 1 Ar 13 | 13,14 13 30 24 | 9 11 113 114 |1 10 | 11 20 16 18 22 12
Hp33 1 Ar 14 | 13,15 14 30 24 | 9 11 1 13 |14 | 10 | 10 20 15 18 21 12
Hp34 1 Ar 15 | 16,17 13 32 21 |11 11|14 |15 | 11 | 12 21 15 19 21 12
Hp35 1 Ar 15 | 16,18 13 29 21110 | 11|14 |14 | 11 | 12 20 14 16 21 11
Hp36 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 1 13 |14 | 10 | 10 20 16 18 21 12
Hp37 1 Ar 13 | 17,18 13 31 25110 | 11113 |14 | 11 | 12 20 16 15 19 12
Hp38 1 Ar 14 | 13,13 13 30 2511011113 |14 | 11 | 13 19 15 18 23 11
Hp39 1 Ar 14 | 13,19 13 30 23 11111112 |14 ] 10| 11 20 14 [18.2| 21 11
Hp40 1 Ar 13 | 13,16 14 30 24 | 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 20 16 18 21 12
Hp41l 1 Ar 13 | 13,14 13 29 24 | 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 20 16 17 21 12
Hp42 1 Ar 13 | 14,14 13 29 23 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 20 17 17 21 12
Hp43 1 Ar 13 | 13,14 13 29 24 | 9 11 1 13 | 14 | 10 | 10 19 16 17 22 12
Hp44 1 Ar 15 17,2 13 30 2111011114 |14 ] 11 | 11 21 16 17 21 11
Hp45 1 Ar 15 | 17,18 12 29 2111011114 |14 | 11 | 12 21 15 19 21 11
Hp46 1 Ar 14 | 13,14 14 30 24 | 9 11 | 13 114 | 10 | 10 20 16 18 22 12
Hp47 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 | 13 114 | 10 | 10 20 15 18 20 12
Hp48 1 Ar 13 | 13,14 13 29 23 9 11 | 13 114 | 10 | 10 20 15 18 21 12
Hp49 1 Ar 13 | 12,16 14 33 22 9 11 | 13 114 | 10 | 14 22 15 14 22 11
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Suite

Hp50 1 Ar 14 | 13,19 14 30 23 |10 |11 112 |14 ] 10| 11 20 14 [18.2| 22 11
Hp51 1 Ar 14 | 11,14 14 30 23 | 11|13 112 |15 12| 11 19 15 16 23 12
Hp52 1 Ar 14 | 11,14 14 31 23 | 11|13 112 |15 12| 11 19 15 16 23 12
Hp53 1 Ar 13 | 16,17 12 29 23 |10 11|13 |14 | 10| 10 20 15 14 21 11
Hp54 1 Ar 13 | 13,13 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 17 21 12
Hp55 1 Ar 13 | 13,15 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 19 22 12
Hp56 1 Ar 14 | 13,17 13 30 23 |12 |11 12|14 ] 10| 11 20 14 [18.2| 21 11
Hp57 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 19 22 12
Hp58 1 Ar 14 | 11,14 13 29 24 | 11 |13 | 13 |15 | 11 | 12 19 17 17 24 12
Hp59 1 Ar 15 | 14,15 12 28 22 11011113 |15 10| 11 21 15 17 21 12
Hp60 1 Ar 13 | 13,14 14 32 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 17 21 11
Hp61 1 Ar 13 | 13,14 13 29 24| 8 |11 |13 |14 | 10| 10 20 15 18 21 12
Hp62 1 Ar 14 | 16,16 14 32 24 | 10 | 11| 12 | 15 9 12 19 15 16 20 12
Hp63 1 Ar 13 | 13,14 14 30 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 17 21 12
Hp64 1 Ar 13 | 13,14 14 30 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 17 21 12
Hp65 1 Ar 13 | 13,14 13 29 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 17 21 12
Hp66 1 Ar 13 | 13,16 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 17 21 12
Hp67 1 Ar 15 | 11,11 13 31 25|11 |11 113 |14 |10 | 11 20 14 18 21 11
Hp68 1 Ar 13 | 17,18 12 29 22|10 11|14 |14 | 10| 10 20 14 14 21 11
Hp69 1 Ar 14 | 11,14 13 29 24 | 11|13 113 |15 |12 | 11 19 15 17 23 12
Hp70 1 Ar 14 | 14,17 14 30 24 | 10 | 12 | 12 | 15 9 11 21 15 20 21 11
Hp71 1 Ar 13 | 17,19 12 29 23 |10 11110 |14 | 10| 10 20 15 14 21 11
Hp72 1 Ar 16 | 16,17 13 30 22 |10 11|14 |15 13 | 12 21 15 16 21 10
Hp73 1 Ar 12 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 17 21 12
Hp74 1 Ar 18 | 14,14 12 29 22 11011113 |17 | 10| 12 20 13 15 20 11
Hp75 1 Ar 13 | 17,18 12 29 23 |10 11110 |14 | 10| 10 20 15 14 21 11
Hp76 1 Ar 13 | 17,14 13 30 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 14 17 21 12
Hp77 1 Ar 14 | 13,19 13 30 23 |10 |11 |112 |14 ] 10| 11 20 14 20 21 11
Hp78 1 Ar 14 | 13,19 13 30 23 |12 |11 12|14 ] 10| 11 20 13 19 21 11
Hp79 1 Ar 15 | 13,13 13 30 23 |10 11|12 |14 ] 10| 11 20 14 0 21 11
Hp80 1 Ar 14 13,2 13 30 23 |11 11|12 |14 ] 10| 11 20 13 19 21 11
Hp81 1 Ar 14 | 13,19 13 30 22 |11 ]| 11 8 |14 ] 10| 12 20 0 19 21 10
Hp82 1 Ar 13 | 14,14 14 30 24 | 9 11 8 |14 ] 10| 10 20 0 16 21 10
Hp83 1 Ar 14 | 13,13 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 15 23 12
Hp84 1 Ar 13 | 14,14 14 30 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 17 21 12
Hp85 1 Ar 14 | 13,19 14 30 23 |11 |11 |12 |14 ] 10| 11 20 14 19 21 11
Hp86 1 Ar 13 | 13,14 14 30 25 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 18 21 12
Hp87 2 | Ar\Sw | 13 | 13,14 12 28 24 1 9 11 {13 114 )10 | 11 20 14 18 21 12
Hp88 1 Ar 14 | 13,19 13 30 23 |11 | 11 8 |14 |10 | 11 20 0 19 21 10
Hp89 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 8 |14 |10 | 10 21 0 16 22 10
Hp90 1 Ar 13 | 17,18 10 30 23 |10 11|13 |14 | 10| 10 20 16 0 21 8
Hp91 1 Ar 14 13,2 13 30 23 |10 11112 |14 ] 10| 11 20 14 19 21 11
Hp92 1 Ar 13 | 13,14 14 30 23 9 11 8 |14 |10 | 10 21 0 17 21 10
Hp93 1 Ar 16 | 15,15 12 31 21|10 |11 |14 |14 | 11| 12 21 15 18 21 11
Hp94 1 Ar 13 | 18,18 12 29 22 |10 | 11 8 |14 |10 | 11 20 18 19 21 10
Hp95 1 Ar 14 13,2 13 29 23 | 11| 11 8 |14 |10 | 11 21 0 20 21 10
Hp96 1 Ar 11 | 13,14 9 28 19 9 11 | 12 | 14 8 9 120,21 17 16 19 8
Hp97 1 Ar 14 | 12,19 14 31 23 112 | 11 8 |14 |10 | 11 20 0 19 20 10
Hp98 1 Ar 14 | 13,18 13 30 24 | 1111|112 |14 ] 10| 11 20 14 19 21 11
Hp99 1 Ar 15 | 12,14 12 29 23 |10 14| 8 |14 | 10 | 12 21 17 19 19 10
Hpl00| 1 Ar 14 13,2 13 29 23|10 | 11 8 |14 10| 11 20 0 19 21 10
Hpl01]| 1 Ar 14 | 11,13 14 31 24 | 11| 13 | 14 | 15| 12 | 13 19 15 14 23 12
Hp102| 1 Ar 14 | 13,19 13 29 23 | 11| 11 8 |14 10| 11 20 0 19 21 10
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Suite

Hp103| 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 19 16 18 21 11
Hpl04| 1 Ar 13 | 17,18 12 29 23 |10 11110 |14 | 10| 10 20 15 15 21 11
Hpl05| 1 Ar 13 | 13,14 14 30 25 9 11 8 |14 |10 | 10 20 0 18 21 12
Hpl06| 1 Ar 14 13,2 13 30 23 | 11| 11 8 |14 |10 | 11 20 0 18 21 10
Hpl107| 1 Ar 13 | 13,14 13 29 24 | 9 11 113 |14 |1 10| 11 20 15 19 20 12
Hp108| 1 Ar 15 | 16,18 13 29 24|10 10| 8 | 14 9 12 19 0 17 21 10
Hpl09| 1 Ar 14 | 13,18 13 30 23 |11 |11 113 |14 |10 | 11 20 14 19 22 11
Hpl110| 1 Ar 14 | 13,15 13 32 22 9 11 8 |14 |10 | 15 23 0 14 22 10
Hpl11l] 1 Ar 13 | 13,14 14 30 25 9 11 114|114 110 | 11 20 16 19 21 12
Hpl112| 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 1 9 11 (13 114 ) 10| 10 20 |15,16| 18 21 12
Hp113] 1 Ar 13 | 13,14 14 31 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 16 21 11
Hpl14| 1 Ar 14 | 12,16 13 30 22 9 11 113 |14 | 10 | 12 22 15 14 | 21,22 13
Hpl115| 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 16 21 12
Hpll6| 1 Ar 14 | 13,19 13 29 23 | 11|11 |12 |14 ]| 10| 12 20 14 18 21 11
Hpl117| 1 Ar 14 | 13,19 13 31 23 |11 11|12 |14 ] 10| 11 20 14 19 21 11
Hp118| 1 Ar 14 | 11,15 13 31 22 9 11 113 |14 | 10 | 13 23 15 19 21 11
Hp119] 1 Ar 14 | 13,18 10 29 23 9 11 8 |14 |10 | 11 20 0 16 21 8
Hp120| 1 Ar 14 | 13,14 13 29 23 |11 |11 113 |14 |10 | 11 20 14 18 21 11
Hp122| 1 Ar 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 19 15 17 21 12
Hp123] 1 Ar 17 | 14,15 12 30 22 |10 | 11 8 |17 |10 | 12 20 0 14 20 10
Hp124] 1 Ar 13 | 12,14 13 29 24 | 9 10 |13 |14 | 10 | 10 20 16 17 20 12
Hp125] 1 Ar 13 | 13,19 14 30 24 | 11|10 8 |14 | 10| 12 20 0 18 21 10
Hpl126| 1 Ar 13 | 13,14 13 31 23 9 11 |1 13 | 14 9 10 20 16 18 21 12
Hp127| 1 Ar 13 | 17,14 13 30 22 9 10| 8 |14 | 10| 10 20 14 17 21 12
Hp128| 1 Ar 14 | 13,19 14 30 23 |11 |10 8 |14 | 10| 12 20 0 19 21 10
Hp129| 1 Ar 13 | 13,14 14 30 23 9 11 113 |14 |1 10| 11 19 15 18 21 12
Hp130| 1 Br 13 | 13,14 14 30 24 | 9 12 |14 |14 | 11 | 10 19 16 18 22 10
Hp131] 1 Br 17 | 17,19 14 29 21|10 10| 8 |14 | 10| 11 20 14 18 21 13
Hp132| 1 Br 13 | 13,13 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 17 22 12
Hp133]| 1 Br 14 | 13,14 13 29 23 |11 10|12 |14 ] 10| 11 19 14 18 21 11
Hp134| 1 Br 14 | 14,15 13 29 24 | 1111|112 |14 ] 10| 11 19 15 18 21 12
Hp135| 1 Br 13 | 13,14 13 30 23 |11 10|12 |14 ] 10| 11 19 14 18 21 12
Hp136| 1 Br 13 | 17,18 12 29 23 |10 | 11 8 |14 ] 10| 10 20 18 19 21 12
Hp137| 1 Br 14 | 14,14 14 29 23 9 12 8 |14 |10 | 10 20 14 16 22 10
Hp138| 1 Br 14 | 13,14 14 30 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 15 22 12
Hp139]| 1 Br 14 | 14,17 14 30 24 | 10 | 13 | 13 | 14 9 12 19 16 15 20 11
Hpl40| 1 Br 14 | 14,16 14 30 24 | 9 12 113 |14 | 10 | 10 20 15 17 22 12
Hpl141] 1 Br 13 | 13,14 13 29 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 19 21 12
Hpl142| 1 Br 15 | 14,15 12 29 22 11011113 |17 | 10| 13 20 16 15 21 11
Hp143] 1 Br 14 | 13,19 13 30 23 |12 |11 12|14 ] 10| 11 20 14 18 21 11
Hpl44] 1 Br 15 | 14,19 13 29 23 |10 | 12| 12 | 15 9 12 20 15 15 23 10
Hp145] 1 Br 16 | 17,18 13 30 21101211513 | 11 9 21 15 15 21 11
Hpl46| 1 Br 15 | 14,16 13 31 21|10 |11 |14 |13 | 11| 12 19 15 19 24 11
Hp147] 1 Br 14 | 13,14 14 30 23 9 11 113 113 | 10 | 10 20 16 18 21 13
Hp148| 1 Br 15 | 13,13 13 29 23 |10 |11 113 |14 12| 11 20 14 17 21 12
Hpl149]| 1 Br 13 | 17,18 12 29 22|10 11110 |14 | 10| 10 20 15 14 21 11
Hp150| 1 Br 13 | 13,14 15 31 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 18 21 12
Hp151| 1 Br 14 | 17,19 14 31 24 1 10 | 11|13 |14 | 10 | 12 19 15 14 22 13
Hp152| 1 Br 14 | 13,19 13 30 23 | 11|11 |12 |14 ]| 10| 12 20 14 18 21 11
Hp153| 1 Br 15 | 12,16 12 29 23 |10 11|13 |16 | 11 | 12 21 17 17 21 12
Hp154| 1 Br 14 | 13,18 13 30 23 |11 |11 |12 |14 |10 | 11 20 15 18 21 11
Hp155| 1 Br 16 | 14,17 11 28 23 110|111 )13 |17 | 10| 9 |1920| 15 15 21 11
Hp156| 1 Br 14 | 14,19 12 28 26 |11 |11 12|14 11| 11 20 16 17 24 11
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Suite

Hp157| 1 Br 13 | 14,14 14 30 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 19 21 12
Hp158| 1 Br 15 | 14,15 12 29 2111011113 |16 | 10| 11 22 15 17 21 12
Hp159| 1 Br 13 | 13,15 14 30 24 | 9 11 113 |14 |1 10| 11 20 14 18 22 12
Hpl60| 1 Br 14 | 13,16 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 18 21 12
Hpl61l| 2 Br\Br | 15 | 12,16 12 29 22 |10 11|14 |16 | 10| 11 21 17 17 21 12
Hpl162| 2 | Br\Sw | 15 | 13,14 13 29 24 111 113 113 [ 14 | 12 | 12 19 15 17 23 13
Hpl63| 1 Br 11 | 14,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 17 22 12
Hpl64| 1 Br 13 | 16,17 12 29 22 |10 11113 |14 | 10| 10 20 15 14 21 11
Hpl65| 1 Br 13 | 13,15 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 21 16 18 21 12
Hpl66| 1 Br 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 18 23 12
Hpl67| 1 Br 13 | 13,15 14 30 23 9 11113 |14 110| 9 20 16 18 21 12
Hpl68| 1 Br 17 | 14,15 12 29 22|10 11|13 |17 | 10| 8 19 14 15 20 11
Hpl69| 1 Br 15 | 16,16 14 29 24 | 10 | 11|12 |14 | 11 | 13 21 14 17 22 11
Hpl70| 1 Br 13 | 13,14 14 30 24 11011113 |14 ] 10| 11 20 16 17 20 12
Hpl71| 1 Br 14 | 13,19 13 30 23 | 11|11 |12 |14 ]| 10| 12 20 14 19 21 11
Hpl72] 1 Br 13 | 13,14 12 28 24 | 9 11 113|114 111 | 11 19 16 17 21 12
Hp173] 1 Br 14 | 16,19 12 30 23 |10 11|12 |14 | 10| 10 20 15 15 22 11
Hpl74] 1 Br 13 | 14,14 14 30 23 9 11 112 | 15| 10 | 10 21 16 18 22 12
Hpl75] 1 Br 13 | 13,14 13 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 18 22 12
Hpl76| 1 Br 14 | 14,16 12 32 24 | 10 | 12 | 12 | 15 9 13 19 15 16 20 12
Hpl177| 1 Br 14 | 13,19 13 29 23 | 11|11 12|14 | 10| 10 20 14 18 21 11
Hp178] 1 Br 13 | 13,15 14 30 24 | 9 11 |1 13 | 14 9 10 20 15 18 21 12
Hpl79| 1 Br 14 | 13,19 13 30 23 |11 |11 |12 |14 ] 10| 11 20 14 18 21 11
Hp180| 1 Br 14 | 12,15 13 30 24 | 10 | 13 | 13 |15 | 12 | 11 19 16 17 23 13
Hp181| 2 Br\Br | 14 | 18,19 13 30 23 |11 |11 |12 |14 ] 10| 11 20 14 18 21 11
Hp182| 1 Br 11 | 14,15 14 30 24 | 9 11 113 |14 |1 10| 11 21 15 17 22 12
Hp183| 1 Br 17 | 16,16 12 31 21 |11 |11 14|14 11| 11 21 16 17 21 11
Hp184| 1 Br 14 | 15,16 12 28 23 | 11| 11| 13 | 15 8 | 12 20 15 17 21 12
Hp185| 2 | Br\Sw | 17 | 16,16 13 32 21111111114 14 |11 | 11 21 16 17 21 11
Hp186| 2 | Br\Sw | 15 | 15,16 13 29 21110 )11 )14 |14 | 11 | 12 20 16 19 20 11
Hp187| 1 Br 13 | 13,14 13 29 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 19 17 18 21 12
Hp188| 2 | Br\Sw | 13 | 17,17 12 29 23 11011 )13 |14 | 10| 10 20 15 14 22 11
Hp189| 2 | Br\Sw | 15 | 14,14 12 30 22 110 )11 )14 |13 | 10 | 12 21 15 16 20 11
Hp190| 1 Br 13 | 17,18 12 29 2211011113 |14 10| 11 21 15 14 21 11
Hp191]| 1 Br 11 | 14,15 14 30 24 | 9 11 113 |14 |1 10| 11 20 15 17 22 12
Hp192| 1 Br 16 | 16,16 13 31 23 |11 |11 113 |15 |10 | 11 21 16 17 22 11
Hp193]| 1 Br 14 | 15,16 12 28 24 | 11| 11| 12 | 14 8 | 12 20 15 17 21 13
Hp194| 1 Br 17 | 16,16 13 32 21 |11 |11 14|14 11| 11 19 16 17 21 11
Hp195| 1 Br 15 | 15,16 12 31 22 | 11| 11|13 | 15 8 | 11 21 15 16 21 12
Hp196| 1 Br 14 | 12,15 13 30 24 | 11|13 113 |15 |12 | 11 19 16 17 23 13
Hp197| 1 Br 11 | 14,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 |1 10| 11 20 15 17 22 12
Hp198]| 1 Br 17 | 16,16 13 31 21 |11 |11 14|14 11| 11 21 16 17 21 11
Hp199]| 1 Br 14 | 15,16 12 28 23 | 11|11 |13 | 14 8 | 12 20 15 17 21 12
Hp200| 1 Sw 14 | 14,15 12 28 22 11011113 |15 10| 11 21 15 17 21 12
Hp201| 1 Sw 13 | 13,14 13 29 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 17 18 21 12
Hp202| 1 Sw 15 | 14,15 12 28 22 11011113 |15 10| 11 21 15 17 21 12
Hp203| 1 Sw 13 | 17,18 12 29 22 |10 11113 |14 | 10| 10 21 15 14 21 11
Hp204| 1 Sw 13 | 17,18 12 29 22|10 11|14 |14 | 10| 10 20 15 14 21 11
Hp205| 1 Sw 13 | 13,14 14 30 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 21 16 17 21 12
Hp206| 1 Sw 14 | 14,16 14 32 24 | 10 | 11| 12 | 15 9 12 19 15 16 20 12
Hp207| 1 Sw 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 18 20 11
Hp208| 1 Sw 13 | 14,16 14 29 23 |10 11|12 |14 ]| 10| 12 20 14 18 20 12
Hp209| 1 Sw 13 | 17,18 12 29 23 |10 11|13 |14 | 10| 10 20 15 14 21 11
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Suite

Hp210| 1 Sw 13 | 13,15 14 30 24 | 9 11 113 |14 |1 10| 11 20 16 18 21 12
Hp211] 1 Sw 14 | 13,18 13 30 23 |11 |11 |12 |14 ] 10| 11 20 15 19 21 11
Hp212| 1 Sw 16 | 15,19 14 34 21 | 11|11 |14 |14 | 11| 13 20 15 16 21 11
Hp213| 1 Sw 13 | 15,16 13 31 24 | 10 |11 |13 |14 | 10 | 12 20 15 16 22 12
Hp214| 1 Sw 13 | 13,14 14 30 24 110 |11 113 |14 | 10| 11 20 15 19 21 12
Hp215] 2 |[Sw\Sw| 14 | 13,19 13 29 23 110111 )12 14 |10 | 11 20 14 20 21 11
Hp216| 1 Sw 13 | 16,18 12 29 24 110 |11 113 |14 | 10| 11 20 15 14 22 11
Hp217| 1 Sw 13 | 13,15 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 21 16 18 22 12
Hp218| 1 Sw 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 17 19 21 12
Hp219| 1 Sw 13 | 13,14 14 31 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 18 21 12
Hp220| 1 Sw 13 | 13,15 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 18 21 12
Hp221| 1 Sw 15 | 16,18 13 30 21|10 11|14 |14 | 11| 12 20 14 16 21 11
Hp222| 1 Sw 13 | 13,14 13 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 17 21 11
Hp223| 1 Sw 13 | 14,15 14 30 24 11011113 |14 ] 10| 11 20 16 18 21 12
Hp224| 1 Sw 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 112 |14 | 10| 10 20 14 18 20 11
Hp225| 1 Sw 13 | 13,14 13 29 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 18 21 12
Hp226| 1 Sw 15 | 16,16 12 30 21 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 16 21 12
Hp227| 1 Sw 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 19 21 12
Hp228| 1 Sw 13 | 14,14 14 30 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 17 21 12
Hp229| 1 Sw 13 | 13,13 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 18 21 12
Hp230| 1 Sw 13 | 13,15 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 17 21 13
Hp231| 1 Sw 13 | 16,17 12 29 23 9 11 |1 13 | 14 9 10 19 15 14 21 11
Hp232| 1 Sw 14 | 14,17 14 32 24 | 10 | 12 | 12 | 15 9 12 20 15 16 20 12
Hp233| 1 Sw 13 | 13,14 14 30 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 17 20 12
Hp234] 1 Sw 14 | 13,14 14 28 22 9 11| 14 | 14 9 10 20 15 17 20 12
Hp235| 1 Sw 15 | 11,14 13 30 25 | 11|11 113 |14 | 11| 10 20 15 18 23 13
Hp236| 1 Sw 14 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 15 17 22 12
Hp237| 1 Sw 15 | 13,15 14 31 24 | 11|13 113 |14 | 12 | 12 19 15 17 23 12
Hp238| 1 Sw 13 | 17,18 12 29 23 |10 11|13 |14 | 10| 10 21 15 14 21 11
Hp239| 1 Sw 13 | 13,14 14 30 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 17 18 21 11
Hp240| 1 Sw 15 | 14,14 12 28 2211011113 |15 ] 10| 11 20 15 17 21 12
Hp241| 1 Sw 13 | 14,14 14 30 23 9 11 113 |14 | 10 | 10 20 16 18 22 12
Hp242| 1 Sw 15 | 13,13 13 29 24 | 10 |11 |12 |14 | 11 | 10 19 17 15 23 11
Hp243| 1 Sw 16 | 15,15 12 30 21|10 |11 |14 |14 | 11| 12 21 15 18 21 11
Hp244] 1 Sw 13 | 13,14 14 28 24 | 9 11 113 |14 | 10 | 12 19 14 17 21 12
Hp245| 1 Sw 15 | 12,14 12 29 23 | 10| 14|12 |14 | 10| 12 21 15 19 20 11
Hp246| 1 Sw 15 | 16,17 13 30 2110|1114 |14 11| 11 21 15 18 23 11
Hp247| 1 Sw 13 | 13,14 13 29 24 | 9 11 |1 13 | 14 9 11 20 14 19 21 12
Hp248| 1 Sw 14 | 13,15 13 32 22 9 11 1 13 |14 | 10 | 15 23 15 15 22 11
Hp249| 1 Sw 13 | 13,14 14 30 23 9 11112 |14 | 11| 10 20 16 18 21 12
Hp250| 1 Sw 14 | 13,19 13 30 23 |11 |11 |12 |14 ] 10| 11 20 14 [19.2| 21 11
Hp251| 1 Sw 15 | 12,14 | 12 29 23 |11 |14 |12 |14 | 10 | 12 20 15 13 20 11
Hp252| 1 Sw 14 | 13,19 13 30 23 |12 |11 |12 |14 ]| 10| 12 20 14 [18.2| 21 11
Hp253| 1 Sw 14 | 13,19 13 29 22 9 11 113 |14 |1 10| 11 20 14 [18.2| 21 11
Hp254| 1 Sw 14 | 13,19 14 31 23 |10 |11 112 |14 ] 10| 11 20 14 [18.2| 21 11
Hp255| 1 Sw 13 | 17,19 13 30 23 |11 |13 112 |14 |10 | 11 23 14 [18.2| 22 11
Hp256| 1 Sw 16 | 13,19 12 30 21 9 11 112 |14 | 10 | 10 20 14 [18.2| 22 11
Hp257| 1 Sw 15 | 17,18 13 29 23 |11 |11 |12 |14 |10 | 11 20 14 [18.2| 21 12
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Le tableau 5 illustre la distribution des fréquences alléliques ainsi que la diversité génétique
(équivalent au pouvoir de discrimination) pour les 17 loci STR du chromosome Y analysés dans notre
population étudiée. Le locus DYS385 a/b indique un degré de polymorphisme élevé avec une valeur
de 0,887 suivi par le locus DYS458 (0,820), comme étant un locus unique. La particularité du locus
DYS385 a/b, dont la structure répétitive est un tétra-nucléotidique [GAAA] ., c’est qu’il se présente
en duplicat sur le chromosome Y (a/b) avec une distance entre la région a et b de 40 775 pb et ces

deux régions sont amplifiées par les mémes amorces sens et anti-sens (Figure 22).

Tableau 5: Distribution des fréquences alléliques ainsi la diversité génétique des 17 loci Y-STR de la
population étudiée.

Alléles DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS G AYT A | Génotypes DYS
19 3891 | 3891 390 391 392 393 437 438 439 448 456 458 635 Ha 385 a/b

8 0.007 0.086 0.019 | 0.004 0.011 11,11 0.004

9 0.004 0.434 0.049 | 0.019 11,12 0.007
10 0.007 0.307 | 0.030 | 0.015 0.764 | 0.416 0.079 11,13 0.004
11 0.019 | 0.004 0.228 | 0.891 0.116 | 0.330 0.386 11,14 0.022
12 0.004 | 0.206 0.004 | 0.011 | 0.213 0.049 | 0.184 0.479 11,15 0.004
13 0.442 | 0.382 0.004 | 0.056 | 0.566 | 0.019 | 0.004 | 0.037 0.011 | 0.004 0.045 12,12 0.004
14 0.315 | 0.390 0.011 | 0.109 | 0.846 0.004 0.206 | 0.090 12,14 0.022
15 0.146 | 0.007 0.007 | 0.097 0.007 0.434 | 0.052 12,15 0.007
16 0.034 0.019 0.225 | 0.097 12,16 0.019
17 0.034 0.004 | 0.019 0.049 | 0.251 12,19 0.004
18 0.007 0.007 | 0.273 13,13 0.030
18.2 0.052 13,14 0.292
19 0.004 0.135 0.150 | 0.015 13,15 0.056
19.2 0.004 13,16 0.011
20 0.667 0.019 | 0.109 13,17 0.007
21 0.101 0.154 0.633 13,18 0.026
22 0.120 0.022 0.157 13,19 0.094
23 0.356 0.015 0.071 13,20 0.019
24 0.390 0.011 14,14 0.052
25 0.026 14,15 0.049
26 0.004 14,16 0.019
27 14,17 0.015
28 0.056 14,19 0.007
29 0.303 15,15 0.007
30 0.494 15,16 0.030
31 0.097 15,19 0.004
32 0.041 16,16 0.034
33 0.004 16,17 0.022
34 0.004 16,18 0.015
15,16 0.004 16,19 0.004
19, 20 0.004 17,14 0.007
20,21 0.004 17,17 0.007
21,22 0.004 17,18 0.064
AN 0.064 | 0.007 17,19 0.015
17,20 0.004

18,18 0.004

18,19 0.007
DG 0.684 | 0.662 | 0.652 | 0.698 | 0.668 | 0.203 | 0.617 | 0.275 | 0.399 | 0.685 | 0.514 | 0.700 | 0.820 | 0.560 | 0.615 0.889

DG: Diversité génétique
AN: Alléle nul
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Figure 22: Illustration schématique du locus DYS385 a/b dupliqué sur le chromosome Y.
Si a = b un seul pic est obtenue et si a est différent de b (Divergence) deux pics différents sont
obtenus
Source: Butler, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition, Figure 9.1, ©Elsevier
Science/Academic Press.

L'analyse du locus DYS385 a/b dans notre population étudiée a révélé 37 génotypes avec une

prédominance du génotype (13,14) dont la fréquence est 0.292.

La description de la structure génétique de notre population étudiée a fait pour objet le calcul de
la diversité haplotypique des individus (HD), la capacité de discrimination (DC) et les haplotypes
uniques (UH). Les résultats de ces différents parametres précédemment décrits sont respectivement
0.9991, 0.963 et 247. Ces différentes valeurs nous permettent de dire que notre population
marocaine étudiée présente un degré de polymorphisme trés élevé. Contrairement aux marqueurs
bi-alléliques du chromosome Y (Y-SNPs), les marqueurs STRs du chromosome Y présentent un taux
de mutation plus rapide (0.0012 par locus par génération) (Heyer et al., 1997 ; Kayser et al., 1997 ;
Bianchi et al., 1998), qui leurs permettent d’étre utilisés pour distinguer une généalogie génétique
récente (patronymique) (Roewer et al., 1996 ; Pérez-Lezaun et al., 1997). Ce qui revient a dire que les
haplotypes des STRs du chromosome Y forment un groupe « cluster » de résultats peu semblables.
Typiguement ce groupe de résultat aura une origine ancestrale la plus probable connu sous le terme
de I'haplotype modéle (probablement proche de I'haplotype fondant I'événement) et aussi une
diversité haplotypique auquel il est devenu répandu. Par conséquent, plus I'’événement est ancien
plus la diversité haplotypique est grande. D’autre part, si la diversité haplotypique est petite, ceci
indigue que la population a un ancétre commun récent, ou bien une récente expansion

démographique de la population.



Résultats et Discussion

Il est important de noter que méme si deux individus partagent le méme haplotype pour les
marqueurs STRs du chromosome Y, ceci ne veut pas dire qu’ils partagent le méme ancétre du
moment que les événements des Y-STR ne sont pas unique. Au lieu de cela, les groupes « cluster »
des haplotypes STR du chromosome Y résultent d’'un héritage d'événements différents et des

histoires différentes qui ont tendance a se chevaucher.

Inversement, I'analyse multidimensionnelle (Figure 23) et les mesures @y, (Tableau 6) montrent
une faible différenciation génétique entre notre population marocaine étudiée avec deux
populations du Nord-Ouest d’Afrique (Algérie et Tunisie) et la population Ahvaz d’Iran par rapport a
certaines populations localisées sur le pourtour de la mer méditerranée tel que la Gréce et I'Egypte.
Une nette différenciation génétique a été observée en comparant notre population étudiée avec une
population du Sud-ouest de I’Afrique (la Namibie), deux populations du sud de I’'Europe (I'ltalie et le

Portugal) et une population de la région Qinghai en Chine.
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Figure 23: lllustration graphique de la distance génétique entre la population marocaine étudiée et 9
populations soumis sur la base de données YHRD sur une échelle multidimensionnelle.
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Tableau 6 : Calcule de la distance génétique entre la population marocaine étudiée (n = 267) et 9
populations citées précédemment par le test AMOVA. Les valeurs @st sont représentées
au-dessus de la diagonale et les valeurs p sont représentées au-dessous de la diagonale.

Ahvaz, Aswan, Central Marche, Modena, | Northern | Oran, | Ovamboland, | Qinghai,
Populations Iran Upper Egypt Portugal Italy Italy Greece | Algeria Namibia China Marocaine
[Arabe] | [Egyptienne] [Portugal] [Tunisiens] [Italiens] [Gréce] | [Arabe] [Ovambo] [Tibétain]
Ahvaz,
- 0.0783 0.0000 0.0049 0.0000 0.0825 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Iran [Arabe]
Aswan,
Upper Egypt 0.0507 - 0.0000 0.1192 0.0002 0.0338 0.0023 0.0010 0.0000 0.0049
[Egyptienne]
Central
Portugal 0.1866 0.2837 - 0.0000 0.0121 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
[Portugale]
Marche,
Italy 0.0682 0.0461 0.3121 - 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0049
[Tunisienne]
Modena,
. 0.1985 0.2815 0.0112 0.3388 - 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Italy [Italiens]
Northern
Greece 0.0140 0.0705 0.1865 0.1027 0.1881 - 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
[Gréce]
Oran,
. 0.1138 0.1925 0.1704 0.1062 0.2207 0.1359 - 0.0000 0.0000 0.0017
Algeria [Arabe]
Ovamboland,
Namibia 0.2610 0.2429 0.4794 0.3002 0.4974 0.2448 0.4202 - 0.0000 0.0000
[Ovambo]
Qinghai,
China 0.1481 0.2572 0.1839 0.2178 0.1991 0.1855 0.1286 0.3890 - 0.0000
[Tibétains]
Marocaine 0.0724 0.1170 0.2327 0.0393 0.2700 0.1143 0.0287 0.2977 0.1777

Le chromosome Y est un important marqueur patri-linéale pour étudier les relations génétiques
entre populations. En effet, outre son réle crucial en génétique médico-légale et en phylogénie, ce
systeme est trés informatif pour comparer les profils génétiques des populations humaines en
relation avec des événements historiques et des migrations passées. Le Nord d’Afrique a été le
théatre d’importants mouvements de populations a travers I'histoire, mais également d’événements
plus localisés qui ont pu avoir une influence importante sur les différenciations génétiques de ces
populations. En effet, On constate, qu’il existe une nette différentiation génétique entre la
population marocaine étudiée et la population d’Egypte. Cette derniére, située dans la partie la plus
orientale de l'aire de répartition de la population autochtone d’Egypte (Berbere), auraient-ils une
histoire génétique différente de celle des groupes du Nord-Ouest Africains (Maroc, Algérie, Tunisie,
Mauritanie et la Libye)? Les découvertes archéologiques attestent I'occupation de I'oasis de Siouah
(Ouest de I'Egypte) au Paléolithique supérieur/Néolithique autour de 6700 - 8800 ans av J.-C.

(Hassan, 1978 ; Fakhry, 1973) avec une industrie lithique particuliere dite « libyco-capsienne ». Celle-
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ci se distingue nettement des industries lithiques contemporaines présentes au Maghreb et tendrait
plutdt a se rapprocher de la culture Natoufienne' du Proche-Orient. D’un point de vue génétique,
différentes analyses : systeme allotypie GM (Coudray et al., 2006), chromosome Y , ADN
mitochondrial (Arredi et al.,2004 ; Dugoujon et al., 2009) s’accordent sur le fait que la population de
I’Ouest d’Egypte a une structure génétique particuliére avec un fort pourcentage de marqueurs «
sub-sahariens ». Deux hypothéses sont actuellement émises sur l'origine du peuplement du
Maghreb : soit les premiers Berberes seraient venus de I'Est avec la migration des Proto-
Méditerranéens depuis I'Egypte vers le Maghreb ; soit ils seraient arrivés depuis I'Ouest avec la

migration secondaire de groupes berberes depuis le Maghreb jusqu’en Egypte.

Au Maroc, selon les résultats issus de I’analyse du polymorphisme des marqueurs STR du
chromosome Y de notre population étudiée, on constate qu’il n’y a pas de distinction génétique
entre les trois groupes ethniques arabophones, berbérophones et Sahraouis. Ceci laisserait alors
supposer que l'arrivé des arabe a été, sur les populations marocaines, un phénomeéne principalement
culturel avec I'lslamisation de certains groupes. Qu’en est-il alors de I'impact génétique ? En fait, les
marqueurs bi-allélique du chromosome Y (Y-SNPs) ont été choisis comme outil pour mesurer et
comprendre l'impact génétique des migrants Arabes sur les populations Nord-Africaines (Partie
suivante). On pourrait donc penser que cette similarité génétique entre les différents groupes du
Maroc était déja présente avant 'arrivée des arabes. On peut aussi imaginer qu’elle résulte, pour
partie, d’'une homogénéisation du pool génique par échanges réciproques entre les diverses

populations.

1 s . . . . fes oz L. A
La Natoufien est une culture préhistorique du Proche-Orient (Palestine) dont les sites ont été découverts dans les régions bordant la céte
méditerranéenne de I'Asie (notamment prés du Mont Carmel et dans le Néguev). Le natoufien marque la transition entre la fin de
I'Epipaléolithique et le début du Néolithique. La culture natoufienne y succéde au Kébarien et précéde le Khiamien. (Francois Raymond
Valla, 1976).
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1.2. Les marqueurs bi-allélique (Y-SNPs)

Plusieurs études sur I'analyse de la diversité génétique des populations d’Afrique ont été menées
sur des populations sub-sahariens et du Nord Est de I’Afrique dont la localisation géographique de
ces différentes populations est situé sur le couloir de migration vers le reste du monde (Tishkoff et
Williams, 2002). Pourtant, I’Afrique du Nord-ouest a été I'endroit d’une direction évolutionnaire

distincte et nécessite plus d’investigation.

Les résultats d’analyses de 22 marqueurs bi-alléliques du chromosome Y pour les haplogroupes
suivants : A-M91 (A), B-M60 (B), C-RPS4Y711 (C), D-M174 (D), J-M267 (J1), 1-M170 (1), R-M207 (R), E-
P147 (E1), E-M132 (Ela), E-P189 (Elb1a), E-M215 (E1blb), E-M81 (Elb1b1b), E-M54 (E2b), J-M172
(J2), J-L24 (J2a4dh), J-M221 (J2b), R-L63 (R1a), R-M343 (R1b), R-M269 (R1b1b2), T-M70 (T), E-M35
(Elb1b1), E-M78 (E1b1b1a), ont permis d’identifier 10 Haplogroupes dont les plus fréquents sont E-
M35 (Elb1lb1l), E-M81 (E1blb1lb) et J-M267 (J1), respectivement 56%, 49% et 10% (Tableau 7). La
figure 24 illustre la fréquence de I'ensemble des haplogroupes rencontré dans notre population

marocaine étudiée.

Tableau 7: Les haplogroupes rencontrés dans notre population marocaines étudiées (n = 159)
constitué de trois groupes ethnique (Arabophones, Berbérophones et Sahraouis).

Groupes ethnique du Maroc (n = 159) Fréquence de
Haplogroupes  Mutations Arabophones Berbérophones  Sahraouis Totale chaque

— — _ haplogroupe*

(n=42) (n=67) (n =50) %

A M91 0 1 0 1 0.6
B M60 2 1 1 4 25
El P147 2 5 5 12 7.5
Elblbl M35 20 49 20 89 56
Elblbla M78 1 3 0 4 2.5
Elblblb M81 17 18 43 78 49
J1 M267 5 6 6 17 10.6
R M207 1 1 0 2 1.2
R1b M343 2 1 3 6 3.7
R1b1b2 M269 2 1 1 4 25

* Fréquence de I'haplogroupe pour I'ensemble des individus (n = 159).
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Figure 24: Fréquences de I'ensemble des haplogroupes rencontrés dans la population marocaine
étudiée (n =159) regroupant les trois groupes ethnies [Arabes, n = 42 ; Berbéres n = 67 ;
Sahraouis, n = 50).

1.2.1. Analyse de I'haplogroupe E

L'haplogroupe E du chromosome Y est le troisieme haplogroupe prédominant en Afrique,
probablement issu d’une population d’Afrique de I'Est qui a été l'origine d’une expansion vers
I'extérieur de I’Afrique « Out of Africa ». La distribution géographique des grands embranchements
de ce haplogroupe, suggere que la majorité des colonisations en dehors de I’Afrique par des
membres ayant I’haplogroupe E est impliquée par une mutation récente de I'embranchement E-M35
vers les sous-embranchements E-M78, E-M81 et E-M123 qui ont migré vers la péninsule d’Arabie et

la cote nord de la méditerranée (Charoni et al., 2009).
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i. L’haplogroupe E1blb1 (E-M35)

L'haplogroupe Elblb est caractérisé par la mutation M215. Son sous-groupe dominant est
I'haplogroupe Elblbl (ou E-M35), caractérisé par la mutation M35. L’haplogroupe Elblbl
représente la plus récente migration majeure de I’Afrique vers I'Europe. Les grands sous
embranchement de E-M35 sont originaires de I'Afrique orientale voisine du Proche Orient et du Nord
d’Afrique il y a approximativement 22 400 ans (Cruciana et al., 2007), et s'est dispersé a travers le

Proche-Orient pendant le Paléolithique supérieur et le Mésolithique (Figure 25).

Figure 25: Carte illustrant la distribution géographique de I'haplogroupe E1b1lb1 (E-M35).
Source : Semino et al., 2004.

Certains sous-embranchements de [I’haplogroupe E-M35 ont quitté [I'‘Afrique il y'a
approximativement 1000 ans. Par exemple Battaglia et ses collaborateurs en 2008 ont estimé que E-
M78 (Elblbla) a été en Europe il y’a plus de 10 000 ans. Tres Récemment, des analyses ADN menées
par Lacan et ses collaborateurs (2011) sur des restes humains trouvés dans une obseque Espagnole
qui date de 7000 ans ont montré la présence de ce haplogroupe. Néanmoins, E-M35 présente une
migration récente vers I'extérieur de I’Afrique par rapport a I’haplogroupe C (M-130) qui représente
une migration costale des premiers Homo sapiens d’Afrique vers I'Asie. Par exemple, Underhill
(2002) croit que la structure et le modele régional des sous embranchements d’E-M35 procure
potentiellement des évenements avec lesquels on peut déduire des épisodes d’histoires des
populations qui s’associent avec I’expansion agriculture au Néolithique. Concernant la présence d’E-

M35 en Europe, Underhill et Kivisild (2007) ont remarqué qu’E-M215 semble représenter une
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ancienne migration durant la période du Pléistocéne? du Nord d’Afrique a travers la péninsule
Egyptienne Sinai vers I'Europe. Tandis que cette proposition reste incontestée, parce que récemment
Trombetta et ses collaborateurs (2011) propose qu’il y'a une migration supplémentaire de E-M215

de I'Afrique vers le Sud-Ouest d’Europe par la voie maritime.

Les populations européennes qui possedent I'haplogroupe Elb1lb1 (E-M35) sont pour la plupart
originaires du pourtour méditerranéen. Elles auraient recu l'influence génétique de I'Afrique du Nord
ou du Proche-Orient. Ce haplogroupe aurait été amené par des populations interagissant
directement avec I'Afrique du Nord (M81) ou bien avec le Proche- Orient (M78-V13). Ces dernieres
populations sont venues d'Afrique, via I'Asie Mineure, et ont apporté l'agriculture en Europe au

Néolithique. L’haplogroupe E1lblb1 est divisé en 3 sous-groupes principaux : Elblblal™ (E-M78),

Elblblbla” (E-M81) et E1blblb2a” (E-M123).

L’haplogroupe E1b1blal (E-M78)

L’haplogroupe Elblblal (ou E-M78, Précédemment Elblbla) la mutation M78 a été estimé
gu’elle soit apparu en Afrique de I'Est il y a environ 18 600 ans (17 000 a 20 000 ans) (Cruciana et al.,
2007). E-M78 aurait migré hors de I’Afrique via I'Egypte a la fin de la période glaciaire il y a environ 11
000 ans. E-M78 est largement distribué au Nord et Est de I’Afrique (Egypte, Lybie, Ethiopie, Somalie,
Kenya), a I’Asie de I'Ouest (Turquie), en Europe (Albanie, Gréce, Sud d’ltalie, Sardaigne) (Figure 26).
L'haplogroupe Elblblal (E-M78) a été retrouvé dans notre population étudié a une faible fréquence
= 2,5 % [Arabophone, n = 1 ; Berbérophones, n = 3 ; Sahraouis, n = 0] contre 6,9 % chez des individus
Berbérophones de Marrakech (n = 29) analysés pour cette mutation par Cruciana et collaborateurs
(2004). Cependant, la faible fréquence de la mutation M78 au Maroc nous laisse supposés que cette
derniére a été soit originaire ou réintroduite au Nord-Ouest de I’Afrique « Back to Africa » avec I'une

des conquétes que la Maroc a eues avant son islamisation.

L'haplogroupe Elblblal (E-M78) est divisé en 4 branches principales : Elblblala (E-V12),
Elblblalb (E-V13), Elblblalc (E-V22) et Elblblad (E-V65).

2 Le Pléistocene (du grec ancien pleistos, nombreux, et kainos, récent) est la premiére époque géologique du Quaternaire. Sa fin
correspond a celle du Paléolithique et il couvre la plupart des glaciations récentes.

* La nomenclature des haplogroupes ont été mise a jour sur le texte selon ISOGG (International Society of Genetic Genealogy), Y-DNA
Haplogroup Tree 14 Janvier 2013 (www.isogg.org/tree/).
La nomenclature des haplogroupes ont été mise a jour sur le texte selon ISOGG (International Society of Genetic Genealogy), Y-DNA
Haplogroup Tree 14 Janvier 2013 (www.isogg.org/tree/).
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Figure 26: Carte illustrant la distribution géographique de I’'haplogroupe Elblbla (E-M78).
Source : Semino et al., 2004.

L’haplogroupe E1blblbla (E-M81)

L'haplogroupe Elblblbla (ou E-M81, Précédemment Elblblbl) du chromosome Y, le plus
répandu au Maghreb est dominé par son sous-groupe Elblblbla2 (E-M183) (Figure 27). La mutation
E-M81 serait apparue dans cette région il y a environ 5 600 ans (Cruciana et al., 2004, Barbara et al.,
2004). La fréquence de Elblblbla se situe généralement autour de 50 % au Maghreb mais atteint
parfois 100 % dans certaines populations isolées (Bosch et al.,, 2001). Cependant, dans notre
population marocaine étudiée, la fréquence de I'haplogroupe Elblblbla est de 49 % [Arabophones,
n =17 ; Berbérophones, n = 18 ; Sahraouis, n = 43]. Les résultats montrent que la mutation E-M81 est
trés fréquente chez nos individus Sahraouis (86 %) par rapport aux individus étudiée appartenant aux
groupes Arabophones (34 %) et Berbérophones (36 %). Ces résultats sont en accord avec ceux
trouvés par Arredi et al., (2004) chez des individus issus du groupe ethnique Sahraouis du Maroc (=76
%). Arredi et al., (2004) a reporté que la fréquence de I'haplogroupe Elblblbla diminue du Nord-
Ouest vers le Nord-Est de I’Afrique (=10 % en Egypte)(Figure 27). En Europe, I’haplogroupe E-M81 se
retrouve surtout dans la péninsule Ibérique, ou sa fréquence dépasse parfois les 10 % avec la plus
forte concentration en Cantabrie, dans le nord de I'Espagne, ou sa fréquence atteint 40 % chez les

Pasiegos. Il est aussi présent a des fréquences plus faibles en Italie et dans le sud de la France.
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Figure 27: Carte illustrant la distribution géographique de I’'haplogroupe Elblblbla (E-M81).
Source : Semino et al., 2004.

L’haplogroupe E1b1b1b2a (E-M123)

L'haplogroupe Elblblb2a (ou E-M123, précédemment Elblblc) caractérisé par la mutation
M123, rare en Europe, est surtout présent en Ethiopie et au Moyen-Orient (Jordanie, Yemen etc)
(Figure 28). Il est aussi assez fréquent chez les Juifs et les Berbéres Kabyles (10 %). Sa fréquence est
également tres faible dans le Caucase (< 1%). La mutation M123 n’a pas été analysée sur notre
échantillonnage vue que sa distribution géographique au Nord-Ouest de I'Afrique est presque nulle

(Semino et al., 2004).

Figure 28: Carte illustrant la distribution géographique de I’'haplogroupe Elblblb2a (E-M123).
Source : Semino et al., 2004.

77



Résultats et Discussion

ii. L’haplogroupe E1 (E-P147)

L’haplogroupe E1 (ou E-P147) descendant de son ancien ancétre E-M96 est a apparu en Afrique il
y'a environ 50 000 ans. La mutation P147 de I’haplogroupe E-P147 a été découverte en 2008 par
Karafat et ses collaborateurs. La fréquence de I’haplogroupe E-P147 mutation P147 dans notre

population étudiée est de 5 % [Arabophones, n =2 ; Berbérophones, n =5 ; Sahraouis, n = 5].

1.2.2. L’analyse de I’haplogroupe J

L’haplogroupe J originaire du Moyen Orient est caractérisé par la mutation 12f2a, divisé entre la
branche J2 (J-M172) au Nord (Mésopotamie et Anatolie) qui est la plus répandue en Europe (Figure

29) et la branche J1 (J-M267) au Sud (Péninsule arabe) (Cinnioglu et al., 2004).

Figure 29: Carte illustrant la distribution géographique de I’haplogroupe J2 (J-M172).
Source : Semino et al., 2004.

L’haplogroupe J2 est probablement apparu dans le Nord de la Mésopotamie (pays entre deux
fleuves) (Di Giacomo et al., 2004), et s’est répandu vers I’Anatolie le sud de I'Europe, et vers I'Est en
Perse et en Inde. J2 est associé au ancien Etrusques, Grecs (minoens), Anatoliens méridionaux,
Phéniciens, Assyriens et Babyloniens (Semino et al., 2004). J2 est arrivé en Grece au début du
Néolithique, ou peut-étre méme avant. Cependant, I'analyse de I'haplogroupe J2 (J-M172) avec ses
deux sous embranchements J2adh (J-L24) (récemment J2alh, ISOGG 15 Mars 2013) et J2b (J-M221)

dans notre population étudiée n’a révélé aucun individu appartenant a ces différents haplogroupes.
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Figure 30: Carte illustrant la distribution géographique de I’haplogroupe J1 (J-M267).
Source : Semino et al., 2004.

L’haplogroupe J1 typiquement sémitique défini par la mutation M267, est apparu il y’a 34 000 ans
(Di Giacomo et al., 2004) et constituant la plus grosse partie de la population de la péninsule arabe.
Les hommes qui présentent la mutation M267 indique qu’ils ont un ancétre paternel commun
(Cinnioglu et al., 2004). Sa plus forte densité a été constatée au Yemen (72 %), qui doit étre sa terre
d’origine (Figure 30). Suite a l'analyse de La mutation M267 dans notre population étudiée, la
fréquence de I’'haplogroupe J1 est de 10,6 % avec une proportion presque égales entre les trois
groupes ethniques [Arabophones, n = 5; Berbérophones, n = 6; Sahraouis, n = 6]. Les résultats

trouvés dans notre échantillonnage sont en accord avec ceux de Semino et collaborateurs (2004).

La conquéte musulmane au 7éme siecle du Moyen Orient vers I’Afrique du nord, et dans une
moindre mesure de I'Espagne et de la Sicile, propagérent J1 bien au-dela de I’Arabie, créant un
nouveau monde arabe (Arredi, 2004 et Semino, 2004). Il est aussi trouvé avec des fréquences

significatives chez les Juifs d'Afrique du Nord particulierement ceux avec le nom de famille Cohen.
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Il. Analyse du polymorphisme de ’ADN mitochondriale

Le tableau 8 résume les analyses statistiques des différents haplotypes de la région contréle de
I’ADN mitochondriale obtenu chez 509 individus marocains non apparentés et appartenant aux trois

groupe ethniques (Arabophone, Berbérophone et Sahraoui) de notre population étudiée.

Tableau 8: L'analyse statistique des haplotypes de la région contréle obtenu chez la population
marocaine étudiée. Les statistiques sont basées sur les séquences entiéres de la région
de controle (16024-576). Insertions au 16193, 309 et 573 ont été ignorées de I'analyse.

Statistique de la population étudiée Maroc (n = 509)
Probabilité de concordance aléatoire (RMP) Empirique 0,52%

La somme des carrés 0,64 %
Haplotypes 417 (46 partagés)
Sites polymorphe 236
Les différences moyennes par paire 13,24
La diversité génétique 0,9916

L'analyse du polymorphisme de la région contrdle de ’ADN mitochondriale de notre population
étudiée, nous a permis de révéler 417 différents haplotypes, dans lesquels 371 sont des haplotypes

uniques et 46 haplotypes partagés (Tableau 9).

Tableau 9: Le Tableau illustre les haplotypes partagés ainsi les haplogroupes de notre population
analysée. Pour les échantillons possédant I'hétéroplasmie de taille, les haplotypes
énumérés ci-dessous représentent les composantes majeures.

Individus Arabe | Berbére | Sahraouis Mixe Haplogroupes Haplotypes
(n=42) | (n=69) | (n=(53) | (n=345) | P O8rOUP Al

13 1 1 0 11 RO 16519C 263G 315.1C
11 1 1 0 9 RO 16519C 263G 309.1C 315.1C
8 0 3 1 4 HVO 16153A 16298C 72C 195C 263G 315.1C

16126C 16187T 16189C 16223T 16264T 16270T 16278T
5 0 0 1 4 L1b 16293G 16311C 16519C 73G 152C 182T 185T 195C 247A
263G 315.1C 357G 523- 524-

5 0 3 0 ) L3e5 16041G 16223T 16519C 73G 150T 263G 315.1C 398C 523-

524-
4 0 0 2 2 RO 16519C 152C 263G 315.1C

4 0 2 0 2 Uéa 16172C 16219G 16278T 73G 152C 263G 315.1C

A o o o . w ;ggéagogéfgzgl;ii19c 73G 189G 194T 195C 204C 207A
3 0 0 0 3 HVO 16153A 16298C 72C 195C 263G 309.1C 315.1C

3 0 0 0 3 HVO 16189C 16298C 72C 263G 315.1C
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Suite

3 0 0 0 3 13b1b1 16124C 16223T 16278T 16294T 16362C 16519C 73G 152C
217C 263G 315.1C 523- 524-

3 0 0 0 3 RO 16362C 16519C 263G 309.1C 315.1C

3 0 0 2 1 RO 16519C 152C 263G 309.1C 315.1C

3 0 0 0 3 RO 16519C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

3 0 1 0 5 T1a 16126C 16163G 16186T 16189C 16193- 16294T 16519C 73G
263G 309.1C 315.1C

3 0 0 1 5 T2c 16126C 16213A 16292T 16294T 16296T 16519C 73G 146C
195C 263G 309.1C 315.1C 390G

2 0 1 0 1 H2al 16354T 263G 309.1C 315.1C

2 0 0 0 2 HVO 16093Y 16298C 16519C 72C 207A 263G 309.1C 315.1C

2 0 0 0 2 HVO 16298C 16519C 72C 263G 309.1C 315.1C

2 0 1 0 1 HVO 16298C 72C 195C 263G 309.1C 315.1C

2 0 0 0 2 HVO 16298C 72C 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

2 0 0 0 2 HVO 16298C 72C 195C 263G 315.1C

2 0 0 0 2 HV1 16067T 16274A 16519C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

2 0 0 0 5 12b 16069T 16126C 16193T 16278T 73G 150T 152C 196.1T
263G 295T 309.1C 315.1C 489C

2 0 0 0 5 Kla 16086C 16224C 16256T 16519C 73G 150T 263G 315.1C

497T 523- 524-

16126C 16145A 16187T 16189C 16223T 16264T 16270T
2 0 0 1 1 L1b 16278T 16293G 16311C 16519C 73G 152C 182T 185T 195C
247A 263G 315.1C 357G 523- 524-

16126C 16187T 16189C 16223T 16264T 16270T 16278T
2 0 2 0 0 L1b 16293G 16311C 16400T 16519C 73G 152C 182T 185T 195C
247A 263G 315.1C 357G 523- 524-

16126C 16187T 16189C 16223T 16264T 16270T 16278T
2 0 0 0 2 L1bl 16311C 16519C 73G 152C 182T 185T 189G 195C 247A
263G 315.1C 357G 523- 524-

2 0 2 0 0 L2a1l 16189C 16192T 16223T 16278T 16294T 16309G 16390A
73G 143A 146C 152C 195C 263G 315.1C 534T

2 0 0 0 2 L2¢ 16086C 16223T 16278T 16311C 16318G 16390A 73G 146C
150T 152C 182T 195C 198T 263G 315.1C 325T 523- 524-

2 0 1 0 1 L2¢ 16223T 16224C 16278T 16311C 16318G 16390A 73G 146C
1507 152C 182T 195C 198T 263G 315.1C 325T 523- 524-

2 0 0 0 ) 13b1 16124C 16223T 16278T 16311C 16362C 16519C 73G 263G
315.1C 523- 524-

2 0 0 ) 0 13bib1l | 16124C 16223T 16278T 16291T 16311C 16362C 16519C
73G 152C 263G 315.1C 523- 524-

2 0 0 0 ) L35 16041G 16223T 16325C 16519C 73G 150T 263G 315.1C
398C 523- 524-

2 0 0 1 1 L35 16041G 16223T 16519C 73G 150T 152C 263G 309.1C
315.1C 398C 523- 524-

2 0 0 1 1 M1 16129A 16182C 16183C 16189C 16249C 16311C 16519C
73G 195C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 489C

2 0 0 0 ) M1 16129A 16183C 16189C 16193.1C 16223T 16249C 16311C
16399G 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

2 0 0 0 2 M1 16183C 16189C 16193.1C 16249C 16311C 16519C 73G 195C
263G 315.1C 489C
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Suite

) 0 1 1 0 T2c 16126C 16292T 16294T 16519C 73G 146C 152C 263G 279C
315.1C 374G

5 X X 0 0 U3a 16260T 16343G 16390A 16519C 73G 150T 263G 309.1C
315.1C

) 0 1 0 1 ™ 16356C 16362C 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C
499A 524.1A 524.2C 524.3A 524.4C

) 0 0 0 2 Usal 16192T 16256T 16270T 16311C 16327T 16362C 16399G
73G 263G 315.1C

) 0 0 1 1 U6a 16172C 16183C 16189C 16193.1C 16219G 16278T 16295T
73G 103A 263G 315.1C

2 1 0 0 1 U6a 16172C 16219G 16278T 73G 150T 152C 263G 315.1C

2 0 0 0 5 W 16223T 16292T 16519C 73G 189G 194T 195C 199C 204C
207A 263G 315.1C

2 0 1 0 1 X1b1 16183C 16189C 16193.1C 16223T 16278T 16311C 16519C
73G 146C 153G 256T 263G 309.1C 309.2C 315.1C

I.L1. L’Hétéroplasmie ponctuelle et de taille

L’hétéroplasmie ponctuelle a été identifiée chez 43 individus (8,45 % de notre base de données).
Deux positions d’hétéroplasmie ponctuelle ont été trouvées chez un individu de notre population

marocaine analysée (16182 et 16256).

L'Hétéroplasmie de taille a été observée chez 291 individus de notre population marocaine
étudiée (57,17 % de notre base de données) situé au niveau des zones ou il existe une succession de

cytosine, HVI (19,06 %), HVII (47,35 %), et HVIII (1,77 %).

L'hétéroplasmie de taille au niveau de la zone AC de la région contrble a été observé chez 6

individus de notre population marocaine étudiée (1,18 % de notre base de données) (Figure 31).

I.2. Duplication et nouvelles mutations

Nous avons identifié dans notre population étudiée une rare duplication de 204 pb chez un
individu (Haplogroupe L2al) dans la région contréle de I'ADN mitochondriale de la position
nucléotidique 360 a la position 563.Ce type de duplication en tandem hétéroplasmique de taille =260
pb et de faible abondance a été observé pour la premiere fois par Brockington et al., (1993) chez des
patients atteint de myopathies mitochondriales. Torroni et al., (1994) a aussi trouvé une duplication

N

similaire =260 pb chez des individus sains appartenant a I'haplogroupe I. Chez ces sujets, le




Résultats et Discussion

pourcentage de molécules d'ADNmt dupliqués est toujours faible, et représente moins de 2 % de

I'ADNmt totale (Bouzidi et al., 1997).

Des nouveaux polymorphismes jamais décrits ont été également observés dans notre base de

données, avec un échantillon qui présente des insertions 524,1 G 524.2C.

300

250

200

150

100

50

: - — B

HVI HVII HVII AC PHP
H #Individus 97 241 9 6 43

Figure 31: lllustration des individus ayant I'hétéroplasmie de taille (HVI, HVII, HVIIl et AC) et
ponctuelle dans notre population étudiée.

Dans I'ensemble de nos individus marocains analysés (n = 509) pour I’ADN mitochondriale,
I’haplotype le plus souvent rencontré est 16519C 263G 315.1C (Haplogroupe R0), en d’autres termes
I’'haplotype a été observé chez 28 individus (5,50 % des échantillons). Le résultat obtenu par rapport
a cet haplogroupe est en accord avec le résultat rapporté par Turchi et al., (2009) sur la lignée la plus
répandu au Nord-Ouest d’Afrique. De plus, un autre haplotype vient en deuxieme lieu et qui a été

observé chez 11 individus (2,16 %) 16153A 16298C 72C 195C 263G 315.1C (Haplogroupe HVO).

I.3. Haplogroupes présents dans notre population

Les données d’analyse de ’ADN mitochondrial des différents groupes de notre population étudiée
présentent une composition mosaique des lignées Ouest-eurasian, des lignées de [I'Afrique
Subsahariens et des lignées d'Afrique du Nord avec des fréquences de 58,15 %, 30,65% et 11,20%,

respectivement (Figure 32). D’une maniére générale, les résultats trouvés sont en accord avec ce qui
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a été rapporté par la littérature (Brakez et al., 2001 ; Plaza et al.,, 2003 ; Coudray et al., 2008 et
Turchi et al., 2009).

Subsahariens
30,65 %

Nord Africains
11,20 %

Figure 32: Ascendant maternelle de la population marocaine étudiée telle que définie par les lignées
d'ADN mitochondrial humain.

Toutefois, en comparant les fréquences des lignées Ouest Eurasien et Subsahariens trouvées dans
notre population marocaine étudiée par rapport a ce qui a été rapporté dans la littérature (Turchi et
al., 2009), on observe que la fréquence de la lignée Ouest Eurasien obtenue est légerement
inférieure (58,15 vs 63 %), en revanche la fréquence de la ligné Subsaharienne est légerement
supérieure (30,65 vs 25 %). D’'une maniere plus précise, les haplogroupes les répandus dans notre
population marocaine étudiée sont : RO (17,49%) et HVO (8,25%) qui appartiennent a la lignée Ouest
Eurasien, suivie par les lignées du Nord d’Afrique U6a (7,27%) et M1 (3,34%), et puis les
haplogroupes de la lignée Subsaharienne L1b (5,11%), L2A1 (3,73%), et L3e5 (3,34%) (Figure 33).

[ e L
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Figure 33: Ascendant maternelle de la population marocaine étudiée telle que définie par les lignées
d'ADN mitochondrial humain.

I.4. L’haplogroupe détectés principalement dans les populations nord-

africaines : U6

L'origine de la lignée U6 se situe le plus probablement au Nord-Ouest de I’Afrique il y a environ
30.000 ans BP. U6 est aujourd’hui considéré comme le marqueur de la continuité régionale des
populations nord-africaines. Le sous-haplogroupe U6a (+/- 27 000 ans BP) marquerait la premiére
expansion humaine paléolithique depuis le Maghreb vers le Nord-Est de I’Afrique. Le sous-groupe
Ubal semble étre le signal d’'un mouvement postérieur depuis I'Est de I'Afrique vers le Maghreb et
vers le Proche-Orient. Cette migration coinciderait avec I'expansion des langues afro-asiatiques. Les
sous-haplogroupes U6b (+/- 10 000 ans BP) et U6c (+/- 7000 ans BP) sont uniquement présents a
I’Ouest de I’Afrique et ont connu une expansion plus locale : Ubb aurait méme atteint la Péninsule
Ibérique par une migration depuis le nord de I'Afrique et U6b1 et U6cl seraient les indicateurs de
I'arrivée des colons nord-africains dans I'archipel canarien, probablement a la suite du dessechement

du Sahara (Maca-Meyer et al., 2003).
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I.5. Les haplogroupes fréquents en Eurasie

Le macro-haplogroupe M serait issu des populations Est-africaines (Descendant de son ancétre
I’haplogroupe L3) et aurait été répandu en Eurasie il y a environ 60.000 ans BP. Apreés leur arrivée en
Asie, les groupes portant I'haplogroupe fondateur M auraient connu une nette expansion
démographique et géographique. De nouvelles mutations ont alors conduit a la division de M en

différents sous-clades: M (2,5, 7, 8,9),C, D, Get Q.
Deux explications ont été envisagées comme causes possibles de la présence de M1 en Afrique :

- Seuls les porteurs de I'haplogroupe M1 seraient restés confiné en Afrique de I'Est jusqu’a il y

a 10.000 a 20.000 ans BP. A partir de |3, ils se seraient a nouveau répandus (Quintana-Murci
etal., 1999).

- La présence de I’haplogroupe M1 en Afrique est le résultat d’'une migration secondaire de

I’Asie vers I’Afrique « retour en Afrique » (Gonzalez et al., 2007).

Les fréquences les plus élevées de M1 sont en Afrique de I'Est (Kivisild et al., 2004) et sont plut6t

rares voire absentes au nord de I’Afrique (Rando et al., 1998 ; Brakez et al., 2001 ; Plaza et al., 2003).

I1.6. Les haplogroupes fréquents dans les populations sub-sahariennes

Ces haplogroupes appartiennent a la famille L. lls sont subdivisés en huit lignées : de LO a L7
(Torroni et al., 2006). lls sont rencontrés a des fréquences tres élevées dans les populations de la
moitié sud du continent africain (fréquence supérieure a 90%), a des fréquences élevées en Afrique
de I'Est et dans la Péninsule Arabe (de 30 a 50%), a des fréquences moyennes au nord de I'Afrique
(15 a 30%) et enfin a des fréquences faibles au Proche-Orient (inférieures a 10%) ou quasi nulles en

Europe et en Asie.

Le paragroupe L1 inclurait 'ancétre commun le plus récent de tous les ADNmt humains et qui
serait daté entre 150.000 et 170.000 ans BP (Horai et al., 1995 ; Ingman et al., 2000). L’haplogroupe
L1a serait originaire d’'une migration depuis I’Afrique de I'Est et aurait environ 40.350 ans BP. Il est
commun (=20 a 25%) a I'est, au centre et au sud-est de I’Afrique. Il est absent au nord, a I'ouest et au
sud du continent (Salas et al., 2002). L'haplogroupe Llb a une distribution géographique

complétement différente de celle de Lla. Il est concentré a I'ouest de I'Afrique mais est aussi
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retrouvé au centre et au nord du continent, notamment dans les régions connectées par la cote
Atlantique. Il est tres peu présent a I’est, ou sud-est et au sud de I’Afrique. L1b aurait environ 30.550

ans BP (Salas et al., 2002).

Le paragroupe L2 aurait environ 70.100 ans BP (Salas et al., 2002). L’haplogroupe L2a est le plus
fréquent et le plus répandu en Afrique. Il aurait environ 55.150 ans BP. Son origine géographique est
difficile a établir mais se situerait probablement dans une région entre I'est et I'ouest de I’Afrique.
Les mouvements de populations auraient ensuite répandu L2a dans les deux directions le long du
corridor sahélien (Salas et al., 2002). L’haplogroupe L2b est confiné a I'ouest et au centre-ouest de
I’Afrique. Il est aussi isolément représenté en Afrique de I'Est et dans la Péninsule Ibérique. Il serait

daté autour de 31.600 ans BP (Salas et al., 2002).

Le paragroupe L3 est distribué a travers tout le continent africain mais atteint les fréquences les
plus élevées a I'Est de I’Afrique ol il compte pour plus de la moitié de la structure mitochondriale des
populations de ces régions. Ce profil de fréquence suggére que L3 serait issu d’'une migration depuis
I’Afrique de I'Est (Watson et al., 1997). L3 est divisé en différents sous-clades (b, ¢, d, e, f, h, i, x et w)
(Torroni et al., 2006) et serait daté autour de 61.300 ans BP (Salas et al., 2002). Cette date
correspond a I'expansion des hommes modernes hors d’Afrique il y a 60.000 a 80.000 ans BP. Au
cours de cette migration, une branche de L3 se serait répandue hors d’Afrique et serait a I'origine des
haplogroupes ancestraux M et N, eux-mémes définis comme les précurseurs de tous les lignages
mitochondriaux rencontrés en Asie et en Europe. Dans les régions sub-sahariennes, I'haplogroupe
L3e est le répandu, le plus fréquent et le plus ancien des haplogroupes L3 (49.250 ans BP, Salas et al.
2002). Il serait originaire de la région du Soudan (Bandelt et al., 2001). L3e1 est distribué dans toutes
les populations sub-sahariennes mais il est particulierement commun au sud-est de I’Afrique. Il est
absent a I'ouest et proviendrait de mouvements de populations depuis I’Afrique centrale (Salas et al.,
2002). L'haplogroupe L4g est présent uniquement dans les populations est-africaines (Ethiopie). Il

aurait 68.800 ans BP (Kivisild et al., 2004).
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Conclusion générale et perspectives

Les résultats obtenus ont permis la description de I'histoire génétique et de I'évolution de la
population Nord-Ouest de [I’Afrique (Maroc), tout en prenant en considération ['origine,
I’emplacement géographique et I'histoire de cette population afin de bien interpréter nos résultats

génétiques.

Nos principales conclusions sont les suivantes :

- La population marocaine étudiée a une structure génétique composée de polymorphismes
également observés dans d’autres régions du monde mais aussi de marqueurs plus spécifiques
notamment les haplogroupes mitochondriaux U6a, M1 et [’haplogroupe E-M81 du
chromosomeY.

- Les haplogroupes trouvés dans notre échantillonnage ont une parenté génétique avec les
populations européennes tandis que d’autres polymorphismes seraient issus de flux géniques
depuis les régions sahariennes. Une différenciation génétique trés nette est observée entre
notre population marocaine étudiée et une population du Sud d’Egypte ; une faible distinction
génétique entre les différents groupes de notre population ; La diversité génétique est tres
ancienne prouvée par les haplogroupes mitochondriaux et par les haplogroupes du
chromosome Y, provient peut-étre du Paléolithique et/ou du Néolithique.

- Des mutations nouvellement trouvées dans la population marocaine analysée.

- Les événements de I'époque antique (Phéniciens, Carthaginois, les Romains, les Vandales ou
les Byzantins) n’ont pas tous eu d’'impacts génétiques et démographiques considérable sur la
population Nord-Ouest d’Afrique. La période qui a induit les changements les plus importants
est I'arrivé des arabes.

- Les impacts furent majoritairement culturels mais également génétiques selon les
polymorphismes des marqueurs bi-allélique du chromosome Y et de I’ADN mitochondrial
« Haplogroupe M1 ». Les populations migrantes ont permis une augmentation et/ou un
maintien de la diversité déja en place. Il se confirmerait donc qu’on se trouve en présence, au
Maroc, d’un mélange fortement brassé issu d’'une ancienne population méditerranéenne, a
caractere européen, et des immigrants venus d’Asie, de I’Afrique subsaharienne et de I'Afrique

de I'Est.
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- De plus, en ciblant les SNP adéquats, la méthode développée dans ce travail intéresse a la fois
la criminalistique et la paléoanthropologie, ou la quantité et la qualité de I'échantillon sont

limitantes.

Ce travail sera le point de départ pour d’autres perspectives qui consisteront a compléter les

données obtenues en:

- Augmentant considérablement la taille de I'échantillon étudié pour les marqueurs bi-alléliques
du chromosome Y puis en élargissant les investigations avec d’autres marqueurs SNP
(notamment I’'haplogroupe E et J);

- Augmentant le nombre des marqueurs STR du chromosome Y ;

- Affiner les résultats pour les haplogroupes obtenus de la région contréle de I’ADN
mitochondrial par le séquencage complet de toute la molécule ;

- Réaliser des missions futures pour un échantillonnage considérable des différents groupe
Berbérophones du Maroc dans 'objectif d’affiner le degré de parenté par les mémes outils
génétiques pour mieux corréler I'histoire de ces populations. De méme, le typage d’un plus
grand nombre de polymorphismes donnerait une image beaucoup plus précise sur I'état
actuelle de la structure de la population moderne et des facteurs intra-populationnelle qui ont
permis son évolution.

- Introduire la nouvelle technologie du séquencage a haut débit dans la criminalistique pour
I"analyse des différents marqueurs moléculaire.

- Analyser des fossiles humains.
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Abstract

Allele frequencies for the 15 STR loci included in the AmpFISTR® Identifiler ™ PCR Amplification Kit panel from Applied Biosystems
(D3S1358, vWA, FGA, D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818, D13S317, D7S820, THO1, TPOX, CSF1PO, D19S433, D2S1338, D16S539) and
several statistical parameters were estimated from a sample of 425 unrelated individuals representing all ethnic groups in Morocco (Berbers, Arabs
and Sahraouis). DNA was extracted from blood samples, by the DNA IQ™ System and the PCR products were typed using an ABI PRISM 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The results were analyzed using GeneMapper ID v3.2 software (Applied Biosystems) and the values of
heterozygosity, polymorphic information content (PIC), power of discrimination (PD), power of exclusion (PE), Typical Paternity Index (TPI) and

matching probability (MP) were calculated.
© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Moroccan population; Ethnic groups; STR DNA typing; Population data; Allele frequencies

1. Population

Blood samples were collected from unrelated healthy donors
from the Regional Center of Blood Transfusion in Morocco.
The donors were subjected to an interview in order to make sure
of their ethnic origin and to obtain their informed consent.

2. DNA extraction

DNA from blood samples was extracted using DNA IQ™
System (Promega, Madison, USA) according to manufacturer’s
instructions.

3. PCR

Simultaneous amplifications of 16 STR loci (multiplexed
PCR) were performed by using the AmpFISTR™ Identifiler™
PCR Amplification Kit according to the user’s manual
recommendations [1]. The 16 loci amplified in this study are

* Corresponding author at: GENOME Biotechnologies, Parc d’activité Ouka-
cha, Imm B N35, AS, Casablanca, Morocco. Tel. +212 61 09 20 60.
E-mail address: bou.mehdi @gmail.com (M. Bouabdellah).

1875-1768/$ — see front matter © 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.fsigss.2007.10.123

D3S1358, vWA, FGA, D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818,
D13S317, D7S820, THO1, TPOX, CSF1PO, D19S433,
D2S1338, D16S539 and the gender determination marker,
Amelogenin.

4. Typing

The separation and detection of amplified products were
conducted with the ABI Prism®™ 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) following
manufacturer’s protocols. Data collection was performed with
Data Collection v. 2.0 software (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) and samples were analyzed by GeneMapper ID
v. 3.2 software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

5. Quality control

Laboratory internal control standards and kit controls.

6. Statistical analyses

The frequency of each allele for each locus, the observed
heterozygosity (Ho) and the expected heterozygosity (He)
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Table 1

Allele frequencies and statistical parameters of AmpFISTR Identifiler PCR Amplification Kit loci in Moroccan population

D3S1358 vWA  FGA THO1 TPOX CSFIPO D5S818 DI13S317 D7S820 D8S1179 D21S11 DI18S51 D16S539 D2S1338 D19S433

5 0.001
53 0.004

6 0.001 0.185 0.015
7 0.001 0.233  0.032 0.015 0.001
8 0.019 0.192  0.409 0.029 0.048 0.076
9 0.003 0.25 0.194  0.024 0.037 0.049
9.3 0.003 0.136  0.077

10 0.001 0.003 0.274  0.307 0.063 0.049
11 0.009 0.34 0.275 0.326
12 0.001 0.001 0.284 0.391 0.363
13 0.001 0.009 0.185 0.135
13.2

14 0.071 0.128

14.2

15 0284 0.193

16 0.257 0.23

17 0.246 0.23 0.001

18 0.139 0.15 0.003

18.2 0.001

19 0.02 0.046

20 0.14

21 0.161

22 0.2

23 0.211

232

24 0.14

25 0.097

26

27

28

28.2

29

29.2

30

30.2

31

31.2

32

322

33

332

34

34.2

35

MP 0.095 0.065 0.046 0.08 0.133  0.147 0.114 0.113
TPI 2.07 225 2.05 2.36 1.55 1.68 1.82 1.8
Ho 0.766 0.8352 0.7862 0.7896 0.7284 0.7226  0.7382  0.7441
He 0.7777 0.7995 0.8595 0.824 0.7046 0.7346  0.7413  0.765
PD  0.905 0935 0954 0.92 0.867 0.853 0.886 0.887
PIC 0.73 0.79 0.82 0.76 0.67 0.65 0.69 0.69
PE 0523 0.559 0519 0.578 0395 0.432 0.469 0.464

0.005
0.15 0.001 0.001 0.0033
0.093 0.001 0.105
0.338 0.097 0.001 0.008 0.064 0.001
0.268 0.141 0.019 0.295 0.004 0.01
0.146 0.122 0.003 0.152 0.301 0.137
0.206 0.001 0.122 0.202 0.004 0.249
0.003 0.043
0.235 0.137 0.271
0.071
0.196 0.15 0.003 0.148
0.001 0.171 0.048 0.048
0.134 0.282 0.015
0.075 0.099 0.003
0.001 0.138
0.003 0.031 0.17 0.003
0.001 0.06
0.09
0.001
0.09
0.012
0.027
0.122
0.246
0.264
0.085
0.103
0.121
0.004
0.011
0.092 0.058 0.058 0.033 0.1 0.049 0.065
1.75 2.35 253 251 2.08 2.82 291

0.7429  0.8042 0.8184 0.8175 0.7759 0.8412 0.8113
0.7869  0.833 0.8465 0.8338  0.7806 0.8602 0.8096

0.908 0.942 0.942 0.967 0.9 0.952 0.935
0.72 0.79 0.8 0.85 0.73 0.82 0.79
0.449 0.575 0.603 0.6 0.526 0.642 0.652

Ho, observed heterozygosity; He, expected heterozygosity; TPI, paternity index; MP, matching probability; PD, power of discrimination; PIC, polymorphic

information content.

were assessed by GENETIX (4.05) software [2]. Forensic
parameters (polymorphism information content, PIC; power
of discrimination, PD; and power of exclusion, PE) were
calculated using Microsoft Excel-PowerStats program [3]
downloaded from Promega corporation website at http://
www.promega.com/geneticidtools/powerstats/.

7. Analysis of results

The observed heterozygosity (Ho) ranges from 0.7226
(CSF1PO) to 0.8142 (D2S1338). The power of discrimination
varies between 0.853 (CSF1PO) and 0.967 (D18S51), and the
combined power of discrimination for the 15 STR loci is
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0.99999999. The probability of excluding paternity (PE) varies
between 0.395 (TPOX) and 0.652 (D19S433), and the combined
probability of excluding paternity for the 15 loci is 0.9999.

Present work of the Moroccan population was conducted in
order to complete the STR profiling of the different ethnic groups
of the country. Previous studies were published on the Arab and
Berber speaking groups [4—10] but this is the first large work that
encloses both groups plus a small Sahraoui pool. All statistical
values reported in this work showed no significant difference
from those reported precedently (Table 1).
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Allele frequencies for 15 STR autosomal loci of Identifiler kit (D851179, D21S11, D7S820, CSF1PO,
D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, D55818 and FGA) in
the Moroccan population of Berber-speaking of Azrou, were assessed from a sample of 201 unrelated
individuals. Markers D18S51, D2S1338, FGA and D21S11 present the highest power of discrimination
(PD) values while D21S11 was the most polymorphic locus in the studied population. The phyloge-
netic tree established among worldwide populations, shows that Berber-speaking population of Azrou

Ié?rll‘;‘é c’riZS:ealcin was so close to the Berber-speaking population of Asni but also to the Arab-speaking population of
Azrou P & southern Morocco. Nevertheless, a significant distance was observed between populations of Azrou

STRs and Bouhria even they share the same dialect (Amazigh) and belong to the same geographical area
(Morocco). The 15 STR loci studied appear to be highly discriminating, thus providing a powerful tool
for forensic applications, paternity investigation, individual identification and anthropological studies.

Allele frequencies
Phylogenetic tree

© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Introduction: Some Moroccan populations have been charac-
terized in term of allele frequencies of 15 autosomal short tandem
repeats (STRs) [1-3]. Their forensic parameters and their phyloge-
netic position among worldwide populations have been assessed.
Nevertheless, many other Moroccan populations are not yet char-
acterized, so their forensic parameters and phylogenetic situation
still ignored. Berber-speaking of Azrou is one of these populations.
In fact, data about Berber-speaking populations may help in
forensic and anthropological investigations. On the other hand,
only language and some cultural traits permit to distinguish
Berbers from Arabs. Then, genetic characterization comes to give
great answers about biological identity. In Morocco, about 40%
acknowledge a Berber identity, though many more have Berber
ancestry.

Historically, Berbers lived in North Africa long before the arri-
val of the Arabs, and their culture probably dates back more than
4000 years. Berber states known as Mauritania and Numidia ex-

* Corresponding author. Mobile: +212 679827887.
E-mail address: helossmani@yahoo.fr (H. El Ossmani).

1344-6223/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.legalmed.2009.10.004

isted in classical times. They comprise a clear majority of the pop-
ulation of North Africa in terms of ethnicity, but in terms of
identity, a considerable minority. It is essential to understand this
difference between ethnicity and identity in order to grasp the
meaning of being Berber. The influx of Arabs in North Africa
has been too insignificant throughout history to justify those
large numbers of people now claiming to be Arabs. And the influx
of other peoples in North Africa has not been of any significance
since the Vandals in the 5th century.

In this study, we used 15 STR of Identifiler kit to provide their
allelic distribution and their forensic parameters in the Berber-
speaking population of Azrou (Morocco). These markers will help
to situate genetically the studied population among the local and
worldwide populations.

Linguistics parameters: Berber belongs to the Afro-Asiatic
language family, and has many dialects. The three main dialects
used in Morocco are Tachelhit, Tamazight and Tarifit. Collec-
tively, they are known as “shelha” in Arabic. The populations
of Asni, Azrou and Bouhria speak, respectively, these three dia-
lects and belong respectively to Berbers of Atlas, Souss and Rif.
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Fig. 1. Repartition of ethnolinguistic groups in Morocco.

Fig. 1 shows the geographical distribution of the different ethn-
olinguistic groups in Morocco.

O Tachelhit (sometimes known as “soussi” or “chleuh”) is spoken
in south-west Morocco, in an area between Ifni in the south,
Agadir in the north and Marrakech and the Draa/Sous valleys
in the east.

O Tamazight (or Berber, Amazigh, Zaian) is spoken in the Middle
Atlas Azrou, between Taza, Khemisset, Azilal and Errachidia.

O Tarifit (or Rifia) is spoken in the Rif area of northern Morocco.
This dialect continues along the Algerian border in eastern Mor-
occo all the way to Figuig.

Population information: Blood samples were obtained from
201 unrelated healthy individuals of Berber-speaking population
of Azrou in Morocco. Their ancestry was traced back at least two
generations.

DNA extraction: Genomic DNA was extracted using the stan-
dard Phenol-Chlorophorm method [4] and purified by ethanol
precipitation.

PCR: PCR amplification was performed for 15 STR loci using
AmpFl STR” Identifiler™ kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) according to manufacturer’s specifications [5].

Typing: The PCR products were detected with the ABI PRISM”
3130x! Genetic Analyzer (Applied Biosystems) and sized with
GeneScan-500 LIZ internal lane size standard. Allelic calls and
genotyping were carried out by comparison to the reference allelic
ladder included in the kit, using GeneMapper ID v3.2 (Applied
Biosystems).

Quality control: Identifiler™ kit included allelic ladder and po-
sitive control.

Statistical and phylogenetic analysis: For data analysis the
Arlequin software package version 3.1 [6] was used to assess
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) using Fisher’s exact test [7].
Several forensic parameters were also examined including power
of discrimination (PD), polymorphic information content (PIC)
and power of exclusion (PE) using the PowerStats program v1.2
[8,9]. STR allele frequencies of 14 worldwide populations previ-
ously published [2,3], were introduced in the analysis to build phy-
logenetic tree using Neighbor-Joining (N]) program within PHYLIP
3.67 software [10] (Table 1). Phylogenetic tree was built using
MEGA v4 [22].

Access to data: Complete data can be acquired upon request to
helossmani@yahoo.fr.

Results: Refer to Table 1 and Fig. 2.

Other remarks: Table 2 shows that all markers have high PD
values (>0.865). High values of PD and PIC were observed for
D18S51, D2S1338, FGA and D21S11 with the highest ones in mar-
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Table 1
The worldwide populations introduced in the study.
Population Number
Northern Africa Arabs of Southern Morocco [2] 204
Berbers of Bouhria «Morocco» [3] 104
Berbers of Asni «Morocco» [3] 105
Berbers of Siwa «Egypt» [11] 98
Moslims of Adaima «Egypt» [11] 99
Copts of Adaima «Egypt» [11] 100
Sub-Saharan Africa Mozambiq [12] 108-126
Middle East Saoudian [13] 94
Iraqi [14] 103
Eastern Asia Chinese [16] 200
Thai [17] 210
Europe Belgian [21] 100
Andalusian [18] 114
Natives of Spain [19] 342
Belarussian [20] 176

ker D18S51. The lowest value of PD was observed for CSF1PO while
both of markers D55818 and TPOX have the lowest value of PIC.
D16S539 and VWA were the most powerful markers for paternity
testing with the highest values of PE and TPI but, also, the highest
value of heterozygosity. The most polymorphic marker was
D21S11 with 18 alleles. Deviation from Hardy-Weinberg equilib-
rium was observed after Benferroni’s correction in, only, one mar-
ker (THO1).

Discussion: Berber-speaking population of Azrou is approxi-
mately in equilibrium. Only one of the 15 studied markers
(THO1) doesn’t present a panmictic distribution. Molecular defini-
tion of this marker could explain its deviation. In fact, as we
showed in our previous works, an unusual rate of mutations as
well as possible genetic drift could be likely to change the allelic
distribution in some loci but not in others [1,2]. Matrimonial
behavior in this population could be, also, responsible of the ob-
served disequilibrium.

As shown in phylogenetic tree and confirmed by genetic dis-
tance in Table 3, population of Azrou from Morocco seems to be
nearest to the Berber-speaking population of Asni and also to the
Arab-speaking population of southern Morocco. This traduces
some continuity between the Berber’s genetic pool and the Arabs
one. Indeed even they may have different origins, Berbers and
Arabs lived in the same geographical area for long centuries, which
may be sufficient to make them closer. In a previous work Shepard
and Herrara [15] found that Andalusia and Arabs from Morocco
bifurcate together away from the Berber population with a boot-
strap value equal to 76% which corroborates our result.

By comparison to Berber-speaking of Bouhria (Morocco) and
those of Egypt, Berber-speaking of Azrou and those of Asni were
distant. Actually, while Berber-speaking of Azrou and those of
Asni were in the same cluster with Arabs and somewhat nearest
to Europeans, Berber-speaking of Bouhria (Morocco) and those of
Egypt were closer to Asians and populations of Middle East. This

Thai

_|— Egyptian of Siwa

Muzambiq

Berbers Moroccan of Bouhria

Saudian

Iraqi

Berbers Moroccan

Arabs of Southern Morocco

Andalusian

Copts of Adaima
I— Moslims of Adaima

of Asni

Berbers Moroccan of Azrou

Spanish

0.001

Fig. 2. NJ-phylogenetic tree

Belgian
Belarussian

of 15 STRs used in Identifiler kit.
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Table 2
Allele frequencies and medico-legal parameters of 15 STRs in the Berber-speaking population of Azrou (n =201).

Allele D5S818 FGA D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VvWA  TPOX D18S51 D3S1358

53 - = = = = = 0010 - = = = = = = =
6 = = = = = = 0152 - = = = = 0015 - =
63 - = = - - - 0010 - - - - -
7 = = = = = 0015 0225 - = =
8 0034 - 0.015 = 0.167 0025  0.181 0.069 0.015 = = 0.005 0387 0005 -
= = = 0010 - - - - -

9 0025 - = = 0078 0015 0245 0.054 0.113 = = 0.005 0196 - =
92 - = = = 0010 - = = = = = = = = =
= = = = 0113 - = =
10 0034 - 0.098 0005 0328 0294 0043 0.039 0.059 - 0.005 -
= 0250 0299 - 0.294 0.275 = 0.010 0010 0289 0005 -
12 0368 - 0.093 0005 0137 0309 - 0.348 0.348 = 0.132 = 0010 0176 -

13 0.191 - 0.211 - 0.029 0.039 - 0.123 0.186 - 0.206 0.010 - 0.078 -
14 = = 0.191 = 0.003 0.005 = 0.068 = = 0.348 0113 - 0.142 0.064

15 0.005 - 0.211 - - - - 0.005 0.005 - 0.132 0.162 - 0.152 0.265

23.2 -

27 = 0015 - 0010 - = = = = 0.005 - - - - _
28 = = = 0152 - = = = = = = = = = =
29 = = = 0211 - = = = = = = = = = =
30 = = = 0245 - = = = = = = = = = =
302 - = = 0015 - = = = = = = = = = =

31 = = = 0064 - = = = = = = = = = =
312 - = = 0069 - = = = = = = = = = =
32 = = = 0010 - = = = = = = = = = =
322 - - - 0123 - - - - - - - - - - -
33 = = = 0010 - = = = = = = = = = =
332 - = = 0044 - = = = = = = = = = =

35 = = = 0010 - = = = = = = = = = =

= = = 0010 - = = = = = = = = = =

Ho 0676 0784 0.804 0833 0735 0725 0775 0794 0.853 0.814 0.794 0853 0696 0.804  0.745
He 0721 0850 0.841 0780 0730 0774 0823 0.767 0.756 0.857 0.798 0830 0724 0883 0823
P 0370 0581 0332 0474 0513 0172  0.000° 0.487 0.093 0.643 0.492 0287 0232 0.144 0350
PD 0876 0955 0948 0954 0916 0865 0926 0.893 0.876 0.958 0.924 0939 0.869 0967  0.906
PIC 0670 0830 0.820 0830 0740 0680 0780 0.730 0.710 0.820 0.770 0.800 0.670 0.870  0.730
PE 0393 0570 0.606 0662 0485 0469 0553 0.588 0.701 0.625 0.588 0701 0422 0606 0501
TPI 1550 2320 2.550 3000 1.890 1820 2220 2.430 3.400 0.680 2.430 3400 1.650 2550  1.960

Hop: observed heterozygosity; H.: expected heterozygosity; P: exact test of Hardy-Weinberg equilibrium; PD: power of discrimination; PE: power of exclusion; PIC:
polymorphic information content; TPI: typical pattern index; c: Bonferroni’s correction.

agrees with the result of our previous work [2]. This corrobo- Conflict of interest statement

rates, also, the hypothesis of Myles and colleagues [23] that sug-

gest that contemporary Berber populations possess the genetic The authors declare to have no financial and personal relation-
signature of a past migration of pastoralists from the Middle East ships with other people or organizations that could inappropriately
and that they share a dairying origin with Europeans and Asians. influence this work.
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Table 3
Nei's genetic distances among the populations.

Arabs of  Morocco of Morocco of Egyptian of Moslims of Copts of =~ Mozambiq Thai Chinese Saudian Iraqi  Andalusian Spanish Belarussian Belgian
Southern Asni (107%) Bouhria Siwa (107%) Adaima Adaima  (107%) (107%) (1073 (107%) (1073 (107%) (1073  (1073) (107%)
Morocco (107%) (107%) (107%)
(107
Berber-speaking 2.291 1.872 6.608 4.375 4.077 8.676 6.248 6.374  7.005 2.388 4214 2936 4.505 8.651 6.065
of Azrou
Arabs of  2.609 6.387 3.848 4.697 6.990 8.224 5776  5.962 2.235 3.594 3.049 3.355 6.545 4.988
Southern
Morocco
Morocco 5.318 5.937 1.912 5.092 7.967 8.155 6.728 3.205 4.295 4.400 5916 10.820 7.930
of Asni
Morocco 5.340 6.676 9.984 6.802 5.521 6.252 4.904 3.944 7.071 8.219 11.736 9.133
of Bouhria
Egyptian 5.838 8.812 5.148 2.819 4559 3.474 4782 6.380 7.786  12.477 8.876
of Siwa
Moslims 3.688 8.181 7.967 4.500 2918 4.767 4.736 7274 12353 8.119
of Adaima
Moslims 16.097 10.890 8.938 5.566 5.081 6.612 8.348 12.441 9.565
of Adaima
Mozambiq 8.476  8.406 5.849 8.676 9.796 13.642 18.147 13.802
Thai 2,973 4.587 5.821 8.323 8.385 14.087 11.593
Chinese 3.724 5514 7.562 9.564 15.732 11.887
Saudian 1405 1.592 3.653 7.194 4.430
Iraqi 2.765 5.061 7.579 5.581
Andalusian  1.808 3.103 1.463
Spanish  1.626 1.684
Belarussian ~ 1.303
Belgian
References [13] Alshamali F, Alkhayat AQ, Budowle B, Watson ND. STR population diversity in

[1] ElOssmani H, Bouchrif B, Talbi ], El Amri H, Chafik A. La diversité génétique de 15
STR chez la population arabophone de Rabat-Salé-Zemmour-Zaer. Antropo
2007;15:55-62. www.didac.ehu.es/antropo.

[2] El Ossmani H, Talbi ], Bouchrif B, Chafik A. Allele frequencies of 15 autosomal
STR loci in the Southern Morocco population with phylogenetic structure
among worldwide populations. ] Leg Med 2009;11:155-8.

[3] Coudray C, Guitard E, Keyser-Tracqui C, Melhaoui M, Cherkaoui M, Larrouy G,
et al. Population genetic data of 15 tetrameric short tandem repeats (STRs) in
Berbers from Morocco. Forensic Sci Int 2007;167:81-6.

[4] Sambrook ], Russell DW. Molecular cloning: a laboratory manual. 3rd ed. Cold
Spring Harbor, NY, USA: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2001.

[5] Applied Biosystems. Applied biosystems AmpFIISTR identifiler™ PCR
amplification kit user’s manual, instruction for use of products. Foster City,
CA: Applied Biosystems; 2001.

[6] Excoffier L, Laval G, Schneider S. Arlequin ver. 3.1: an integrated software
package for population genetics data analysis. Evol Bioinform Online
2005;1:47-50.

[7] Guo S, Thompson E. Performing the exact test of Hardy-Weinberg proportion
for multiple alleles. Biometrics 1992;48:361-72.

[8] Tereba A. Tools for analysis of population statistics, profiles in DNA. Promega
Corporation 1999;2:14-6.

[9] Brenner C, Morris ]. Paternity index calculations in single locus hypervariable
DNA probes: validation and other studies. In: Proceedings for the international
symposium on human identification 1989. Madison, WI: Promega
Corporation; 1990. p. 21-53.

[10] Felsenstein J. Phylogeny inference package (PHYLIP) version 3.67. Seattle, USA:
Department of Genetics, University of Washington; 2007.

[11] Coudray C, Guitard E, El-Chennawi F, Larrouy G, Dugoujon JM. Allele
frequencies of 15 short tandem repeats (STRs) in three Egyptian populations
of different ethnic groups. Forensic Sci Int 2007;169:260-5.

[12] Alves C, Gusmao L, Damasceno A, Soares B, Amorim A. Contribution for an
African autosomic STR database (AmpF/STR Identifiler and Powerplex 16
System) and a report on genotypic variations. Forensic Sci Int 2004;139:201-5.

nine ethnic populations living in Dubai. Forensic Sci Int 2005;152(2-
3):267-79.

[14] Barni F, Berti A, Pianese A, Boccellino A, Miller MP, Caperna A, et al. Allele
frequencies of 15 autosomal STR loci in the Iraq population with comparisons
to other populations from the middle-eastern region. Forensic Sci Int
2007;167:87-92.

[15] Shepard EM, Herrara RJ. Iranian STR variation at the fringes of biogeographical
demarcation. Forensic Sci Int 2006;158:140-8.

[16] Yang B, Wang G, Liu Y, Yang W. Population data for the AmpFI STR Identifiler
PCR Amplification Kit in China Han in Jilin Province China. Forensic Sci Int
2005;151(2-3):293-7.

[17] Rerkamnuaychoke B, Rinthachai T, Shotivaranon ], Jomsawat U,
Siriboonpiputtana T, Chaiatchanarat K, et al. Thai population data on 15
tetrameric STR loci-D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317
D16S539 D2S1338 D19S433 vWA TPOX D18S51 D55S818 and FGA. Forensic Sci
Int 2006;158(2-3):234-7.

[18] Coudray C, Calderon R, Guitard E, Ambrosio B, Gonzalez-Martin A, Dugoujon
JM. Allele frequencies of 15 tetrameric short tandem repeats (STRs) in
Andalusians from Huelva (Spain). Forensic Sci Int 2007;168:21-4.

[19] Camacho MV, Benito C, Figueiras AM. Allelic frequencies of the 15 STR
loci included in the AmpFISTR1 IdentifilerTM PCR Amplification Kitin an
autochthonous sample from Spain. Forensic Sci Int 2007;173(2-3):241-5.

[20] Rebata K, Wysocka ], Kapinska E, Cybulska L, Mikulich Al, Tsybovsky IS, et al.
Belarusian population genetic database for 15 autosomal STR loci. Forensic Sci
Int 2007;173(2-3):235-7.

[21] Decorte R, Engelen M, Larno L, Nelissen K, Gilissen A, Cassiman ]J. Belgian
population data for 15 STR loci (AmpFISTR SGM Plus and AmpFISTR profiler
PCR amplification kit). Forensic Sci Int 2004;139(2-3):211-3.

[22] Tamura K, Dudley ], Nei M, Kumar S. MEGA4: molecular evolutionary genetics
analysis (MEGA) software version 4.0. Mol Biol Evol 2007;24:1596-9.
Available from: http://www.kumarlab.net/publications.

[23] Myles S, Bouzekri N, Haverfield E, Cherkaoui M, Dugoujon JM, Ward R. Genetic
evidence in support of a shared Eurasian-North African dairying origin. Hum
Genet 2005;117:34-42.

tifiler kit. Leg Med (2009), doi:10.1016/j.legalmed.2009.10.004

Please cite this article in press as: El Ossmani H et al. Assessment of phylogenetic structure of Berber-speaking population of Azrou using 15 STRs of Iden-




Forensic Science International: Genetics 4 (2010) e73-e74

journal homepage: www.elsevier.com/locate/fsig

Contents lists available at ScienceDirect

Forensic Science International: Genetics

FSI

GENETICS

Announcement of Population Data

Haplotype frequencies for 17 Y-STR loci (AmpFISTR®Y-filer™) in a Moroccan

population sample

Rachid Aboukhalid *P*, Mehdi Bouabdellah #><!, Meriame Abbassi*"2, Kaoutar Bentayebi *">,
Mohammed Elmzibri >#, Driss Squalli >, Saaid Amzazi ®®

2 Biochemistry and Immunology Laboratory (Forensic Genetic Unit), Mohammed V Agdal University, Faculty of Sciences, BP 1014, Avenue Ibn Batouta Agdal, Rabat, Morocco
b Biology and Medical Research Unit, Centre National de I'Energie des Sciences et Techniques Nucléaires (CNESTEN), BP 1382, R.P. 10001, Rabat, Morocco
€ GENOME Biotechnologies Parc d’acitivités Oukacha imm. B, N° 35 Ain Sebad, Casablanca, Morocco

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 15 August 2008

Received in revised form 1 June 2009
Accepted 8 June 2009

Keywords:
Y-Chromosomal STR
Haplotype

Morocco

Population data

A sample of 267 unrelated Moroccan males from different ethnic groups (Arabs, Berbers and Sahrawi),
was typed for 17 Y-STR loci (DYS19, DYS385, DYS389 [, DYS389 II, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393,
DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635, Y GATA H4). Discrimination capacity
(96.3%) and haplotype diversity (99.91%) were calculated. A total of 257 haplotypes were identified, of
which 237 were unique and 10 were found in two individuals each. DYS385 showed the highest diversity
(0.887) followed by DYS458 (0.820) as a single locus marker.

© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Population

Morocco is a country located in northwest Africa on the
Mediterranean Sea and the Atlantic Ocean. Inhabited from ancient
times by Berbers, the region became a Roman province in the 1st
century and was conquered by Arabs in the 7th century. The
country was later united (11th-13th century) under Berber-
Muslim dynasties. Morocco is the third most populous Arab
country, after Egypt and Sudan. Morocco’s official language is
classical Arabic. The country’s distinctive Arabic dialect is called
Moroccan Arabic (DARIJA). In rural areas, Berbers speak three
different dialects (Tarifit, Tashelhit, and Tamazight) either as a
first language or bilingually with the spoken Arabic dialect [1].
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2. Sampling

Blood samples were obtained from 267 unrelated, healthy
male individuals from the three ethnic groups (Arab-speaking
n =130, Berber-speaking n =69 and Sahrawi n=68) belonging
to the whole area of Morocco. All donors signed the informed
consent and provided information about their ethno-
linguistic origin as well as the one of their parents and
grandparents.

3. DNA extraction

Genomic DNA was extracted using DNA IQ™ System (Promega,
Madison, USA) according to manufacturer’s instructions.

4. PCR amplification

PCR for 17 Y-STR loci was performed in multiplex reaction using
AmpFISTR®Y-filer™ kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
The total amplification reaction volume was 25 ul, which
contained 9.2 pl of reaction mix, 5.0 pl of primer set, 0.8 pl of
AmpliTaq Gold DNA polymerase and 10 pl of genomic DNA
(approximately 0.5-1 ng/wl). Amplifications were performed as
described in the manufacturer’s protocols of the AmpFISTR®Y-
filer™ kit using the GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) [2].
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5. Electrophoresis and typing

Separation and detection of the 17 Y-STR loci were performed
using the ABI Prism 3130xl DNA Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Each sample was prepared by
adding 1.5 wl PCR product to 24.5 pl of Hi-Di™ formamide and
0.5 I GeneScan-500 LIZ Internal Size Standard (Applied Biosys-
tems). Samples were analyzed using GeneMapper ID v3.2 (Applied
Biosystems). Alleles were assigned according to the International
Society of Forensic Genetics (ISFG) guidelines for forensic Y-STR
analysis [3].

6. Data analysis

Haplotype frequencies were calculated using the Arlequin
software v.3.1 [4]. Haplotype diversity (HD) was determined as
HD = N/N — 1(1 — S pi?), where N is the population size and pi is
the frequency of the ith haplotype [5]. Gene diversity (GD)
(equivalent to the power of discrimination) was calculated with
the same equation using allele frequencies rather than haplotype
frequencies. The discrimination capacity (DC) and unique haplo-
type (UH) were also determined. To compare our data to other
populations, analysis of molecular variance (AMOVA) was assessed
with @& values, and the distance was visualized in two
multi-dimensional scaling (MDS) using YHRD online tools
(www. yhrd.org) [6].

7. Quality control

Laboratory internal control standards and kit controls. The data
have been submitted to the YHRD for quality checks in advance of
publication and received the following accession numbers: Rabat,
Morocco [Arab] YA003437, Rabat, Morocco [Berber] YA003438,
and Rabat, Morocco [Sahrawi] YA003439. The populations above-
cited can be searched at www.yhrd.org [6] by contributor,
accession number or by population name.

8. Results

Table 1 presents the haplotype distribution of the Y-chromo-
some obtained among 267 individuals analyzed.

9. Other remarks

A total of 257 (96.25%) different haplotypes were found from
267 unrelated individuals, of which 237 were unique and 10 were
found in two individuals each. In four individuals, two alleles per
locus were observed at the loci DYS448 (2), DYS456 (1) and
DYS635 (1) (See Table 1). Null alleles were observed in seventeen
individuals at DYS456 and in two individuals at DYS458, a second
retyping for these individuals was done revealing the same profile.

The gene diversity values of 17 loci showed the highest
diversity at DYS385 (0.887) followed by DYS458 (0.820) as a single
locus marker. The haplotype diversity (HD), discrimination
capacity (DC) and unique haplotype (UH) were, respectively,
0.9991, 0.963 and 247. Y-STR polymorphisms in Moroccan
population, using Y-filer, could be then a powerful discrimination
tool for routine forensic applications.

Two microvariant alleles (18.2 and 19.2) were observed at the
locus DYS458 with a lower frequency (5.99%) than that observed in
the Upper (Southern) Egyptian population [7]. We observed also
one sample with the smallest allele 13 at the same locus.

The haplotype data were compared with the populations
submitted to the YHRD database, namely Algeria [8], Tunisia [9],
Upper Egypt [7], Iran [6], Greek [10], Italy [11], Central Portugal
[12], Namibia [6] and China [13]. As shown in the multidimen-
sional scaling (MDS) (Fig. 1) and confirmed by genetic distances in
Table 2, our studied sample seems to be nearest to Tunisian,
Algerian and Iranian population than other Mediterranean
populations like Upper Egyptian and Greek. A high genetic
distance was observed when comparing our population with
Namibian, Italian, Portuguese and Chinese. Cultural, geographical
and historic background may be responsible of this distribution.

This paper follows the guidelines for publication of population
data requested by the journal [14].
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Abstract

The Y chromosome contains the largest non-recombining portion in the human genome. Y-Binary polymorphisms,
also known as a single nucleotide polymorphisms (SNPs), are a series of biallelic polymorphisms occurring on the
non-recombining region of the Y chromosome (NRY), which represent a precious tool for human evolutionary studies
and, potentially, for forensic applications. Low mutation rate, paternal inheritance, and absence of recombination make
Y-SNPs particularly suitable for the identification of stable paternal lineages and the reconstruction of an ancestral state
from which to explore the evolution of humans. Also, these markers would allow inference of the paternal ancestry of
unknown samples which could be useful in forensic applications. In the present study we analyzed 22 biallelic Y-SNPs
in 159 males belonging to three ethnic groups (Arab n = 42, Berber n = 67 and Sahrawi n = 50) from Morocco. A total
of 10 different haplogroups were identified in this sample representative of Moroccan population. The most common Y
chromosome haplogroups is E1b1b1, E1b1b1b and J1 with frequencies of 56%, 49% and 10% respectively.

Keywords: Y-chromosomal SNP; Mini-sequencing; SNaPshot;
Morocco

Introduction

Biallelic markers, such as single nucleotide polymorphisms
(SNPs) and insertion/deletions (indels), represent an important
class of markers on the Y-chromosome [1]. Y-chromosome SNPs
(Y-SNPs) are mostly used in molecular anthropology for evolutionary
research. Moreover, typing a sample’s Y chromosome hapologroup
allows paternal ancestry inference. This may be useful, in forensic
applications, when a conventional Short Tandem Repeat (STR)
profile, generated from DNA collected at a crime scene, does not
match any of the identified suspects and doesn’t “hit” any profile on
the available databases.

The kingdom of Morocco is a country located in the northwestern
corner of the African continent with coasts on the Atlantic Ocean
and the Mediterranean Sea; it is bordered by Algeria to the east and
Mauritania to the south. Modern-day Morocco is inhabited by three
major ethnic groups (Arab, Berber and Sahrawi). Several dialects
such as Arabic (Moroccan dialect or Darija), Berber (Tarifit, Tachelhit
and Tamazight) and Sahrawi (El Hassania) are spoken in the country.
The aim of the present study was to develop an assay to genotype
a selected panel of Y-SNPs using single base extension assay (SBE),
or minisequencing [2], in order to determine the most frequent
Y-chromosomal haplogroup in Moroccan population. The analysis of
single nucleotide polymorphisms (SNPs) is a promising application
in forensic casework; since the forensic scientists is often faced with
degraded and/or very low amounts of DNA.

Materials and Methods
Population

Buccal swabs were collected from 159 unrelated healthy adult
men belonging to the three ethnic groups (Arab n = 42, Berber n
= 67 and Sahrawi n = 50). Informed consent was obtained from all
participants in this study, and information about the geographical
origin of their grand-parents and about their first language was
recorded.

DNA Isolation

Genomic DNA was extracted from buccal swab punches, using
DNA 1Q™ System (Promega; Madison, Wisconsin) on the Biomek®
2000 (Beckman Coulter, Brea, CA) robotic platform according to
manufacturer’s instructions.

Y-SNP selection and multiplex design

Assay design and development together with sample testing
were conducted in the Forensic Molecular Biology Laboratory of the
Forensic Sciences Department of The George Washington University.
A total of 22 Y chromosome biallelic markers were selected for this
study following a hierarchical strategy based on the phylogenetic tree
of Y chromosome recognized by the Y Chromosome Consortium (YCC)
[3]. Loci Nomenclature is based on Karafet et al. [4]. The reference
sequence for each Y-SNP was taken from the International Society
of Genetic Genealogy, Y-DNA Haplogroup Tree 2010 (http:/www.
isogg.org/tree). The 22 markers were genotyped in two heptaplex,
one hexaplex, and one duplex PCR reactions. The Multiplex MYO01
allows the detection of major clades (A-R), A-M91 (A), B-M60 (B),
C-RPS4Y, (C), D-M174 (D), ]-M267 (J1),1-M170 (I) and R-M207 (R). The
Multiplexes MY02 E-P147 (E1), E-M132 (E1a), E-P189 (E1b1a), E-M215
(E1b1b), E-M81 (E1b1b1b), E-M54 (E2b), J-M172 (J2), MY03 J-L24
(2a4h), ]-M221 (]2b), R-L63 (R1a), R-M343 (R1b), R-M269 (R1b1b2),
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T-M70 (T) and MY04 E-M35 (E1b1b1), E-M78 (E1b1b1a) subdivides
haplogroups E, J, R and T to define the most frequent haplogroups in
NorthWest Africa. Multiplex minisequencing primers were designed
for each multiplex PCR. PCR primers used in the primer extension
assays are listed in Table 1. The extension primers designed in four
multiplex sets labeled msMY01, msMY02, msMY03 and msMY04 are
listed in Table 2.

PCR amplification

Amplifications were performed in a final volume of 25uL using
a master mix containing 1X GeneAmp® PCR Gold buffer (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 400uM of dNTPs, 3 mM of MgCl,, 0.65
mg/uL bovine serum albumin (BSA), and 1.5 units of AmpliTaq Gold®
DNA polymerase (Applied Biosystems). The thermal cycling program
was carried out on a GenAmp 9700 (Applied Biosystems) using the
following conditions: 95°C for 10 minutes, 35 cycles of 94°C for 30
seconds, 55°C for 30 seconds and 72°C for 30 seconds, and a final
extension at 72°C for 10 minutes.

Following PCR amplification, unincorporated primers and dNTPs
were removed by adding 1 unit of Exonuclease I (USB Corporation) and
1 unit of Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) to 5uL of PCR products
and incubating a 37°C for 70 minutes followed by 20 minutes at 65°C.

Primer extension assay using fluorescence detection

Multiplex primer extension reactions were carried out in a total
volume of 15uL using 1.5uL of ABI Prism® SNaPshot™ multiplex kit
mix (Applied Biosystems), 2uL of purified PCR product and 1.5 pmols
of each extension primer. Extension reaction was as follows: 25 cycles
of 96°C for 10 seconds, 50°C for 5 seconds, and 60°C for 30 seconds.

A 1.5uL of non-purified primer extension product was diluted
in 9.8uL Hi-Di™ formamide and 0.2uL of GS120-LIZ internal lane
standard (Applied Biosystems) and analyzed on ABI Prism® 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Separation was performed
on a 36 cm array using POP™ - 7 (Applied Biosystems). Results were
analyzed using GeneMapper v 4.0 (Applied Biosystems).

Results and Discussion

A total of 10 haplogroups were observed across the 159 male
samples that were tested (Table 3). The most common Y chromosome
haplogroups in the combined Moroccan populationresulted E1b1bl1,
E1b1b1b and J1 (56%, 49% and 10% respectively).

The E-M215 derivative E1blb1 is observed in significant
frequencies in Moroccan samples. It's defined by the E-M35 SNP
which appears to have originated in East Africa then migrating to the
Near East and then on to North Africa and Europe.

Previous studies have shown that E1b1b1lb (E-M81), formerly
E3b1b or E3b2, is the predominant haplogroup in northwestern Africa
[5 - 8]. Bosh et al. [9] obtained a higher frequency (64%) of E-M81
(E1b1b1b) in Northwest African populations than the present study.
This disparity could be explained by the difference of geographic
area and circumstances of sample collection. However, according to
our results and those of Bosh et al. [9], it seems that the E1b1b1b
haplogroup is more characteristic of Sahrawi than Berbers. It is also
seen, although at low frequency, in the Iberian Peninsula (4%) and
Sicily (3%) due to recent gene flow from Northwest Africa through
Gibraltar strait [9 - 10]. Nevertheless, this haplogroup (E1b1b1b) is
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not found in sub-Saharan Africa and its frequency sharply declines
through the continent towards the east.

The]J1 haplogroup, defined by the single nucleotide polymorphism
(SNP) M267, is most frequent in the Arabian Peninsula especially
in Yemen (76%) [11].This could be attributed to the early medieval
period during which the Semitic expansion spread J1 out of Arabia
into North Africa [12].

The multiplex assays described herein were designed to explore
the shallowest branches of Y chromosome haplogroups in Moroccan
population. They could also be applied to human evolution and
human genetists studies as well as to forensic casework for ancestry
inferences.
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Letter to the Editor

Genetic diversity of 12 X-chromosomal short tandem repeats in
the Moroccan population

Dear Editor,

Morocco is a country located in northwest Africa. It has a long
coastline on the Atlantic Ocean that reaches past the Strait of Gibraltar
into the Mediterranean Sea. Morocco has been the home of the Berbers
since the second millennium BC. It was annexed by Rome in the 1st
century and invaded by Arabs in the 7th century. The country was later
united (11th-13th century) under Berber-Muslim dynasties. Since
several invasions have successively interspersed with the original
population throughout history (e.g. Phoenicians, Romans, Arabs,
Spanish, French and Sub-Saharan Africans) [1], actually, the Moroccan
population is an admixture of Mediterranean, African and Oriental
populations, as evidenced by the heterogeneous gene pool [2].

Since Paleolithic time North-West Africa have been inhabited by
several human groups that are different by their ethnic identity,
language and culture. In Morocco, the country’s official language is
classical Arabic, although different languages or dialects are spoken
by the different ethnic groups. Thus, Arabic people dialect is called
Darija; Sahrawis, who live mostly in Western Sahara, speak another
Arabic dialect, Hassania. The latest group is Berbers, who forms
approximately 8 million of the Moroccan population; they speak
three different Berber dialects: Tarifit in the north, Tamazight in the
central region and Tashelhit in the south area of Morocco, either as a
first language or bilingually with the spoken Arabic dialect [1].

The present study aimed to build an X-STR database of the
Moroccan population for anthropological and forensic purposes, as
well as to provide reference data for comparison with other studies
based on the analysis of the 4 X-STR trios included in the new kit
Investigator Argus X-STR 12 kit (Qiagen, Hilden, Germany).

Blood samples were collected from 145 unrelated, healthy
individuals (97 male and 48 female) from the three ethnic groups
(Arab, Berber and Sahrawi) living in the whole area of Morocco
already typed for 15 autosomal short tandem repeats [3] and 17 Y-
STR markers [4]. All participants signed the informant consent and
provided information about their ethno-linguistic as well as their
parents and grandparents origins. Genomic DNA was extracted
using DNA IQ™ System (Promega, Madison, USA) and PCR
amplification for 12 X-STR loci was performed using Investigator
Argus X-12 Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instruc-
tions [5]. For genetic typing, an ABI Prism 3130 DNA Genetic
Analyzer along with GeneMapper ID 3.2 software (Applied
Biosystems, Foster City, CA) was used.

Forensic parameters were calculated at the Chromosome X
homepage (http://www.chrx-str.org). Allele frequencies, exact test
of the Hardy-Weinberg equilibrium for the female samples (HWE),
pairwise exact test of linkage disequilibrium (LD) and haplotype
diversity for the male samples, and population pairwise genetic
distance (Fst) were carried out using the Arlequin v.3.0 software [6].

1872-4973/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fsigen.2011.03.008

Allele frequencies and statistic parameters for forensic evalua-
tion for each of the 12 X-STR markers are displayed in
Supplementary Table 1. No significant differences were found
between the three ethnic groups. DXS10146 was the most
polymorphic X-STR, with 24 alleles, and DXS8378 was the least
polymorphic one, with 5 alleles. Overall values obtained for the
power of discrimination were high (>0.999999) in both females
and males. Combined mean exclusion chance for trios and duos
were 0.999999999 and 0.9999998, respectively. No deviations
from Hardy-Weinberg equilibrium were observed after Bonferroni
correction in the Moroccan population. The present study shows
that there is a high genetic diversity in the Moroccan population for
these 12 X-STRs.

Considering the p-values from locus by locus comparisons
between Morocco and other published population data [7-20], our
population seems to be nearest to Algerian and some European
populations than to sub-Saharan Africans (Supplementary Table 2).
Nevertheless, the results showed some differences even with
Algerian, in accordance with the X chromosomal SNPs study, where
a high overall genetic homogeneity was observed in Mediterranean
populations except in Morocco [21]. These results are consistent
with the influence of the Romans and the history of Moroccan
colonization, since the largest migratory contingent in this
population was European, composed mainly of French, Spanish
and Portuguese between the fourteenth and nineteenth centuries
[22]. However, the Moroccan population showed significant
differences from the Asian populations in almost all loci implying
genetic differences according to the geographic location.

The exact test for linkage disequilibrium was performed for all
pairs of loci in all the sampled population. After Bonferroni
correction, only a significant p value was obtained for DXS10101-
DXS10146 pair of loci (p < 0.0000), which are relatively quite distant
on the chromosome X (over 22 Mb). The LD does not only depend on
the distance between marker pairs, but may be associated with a
random genetic drift, founder effect, mutations, selection and
population admixture or stratification [23]. Thus, studies with larger
sample size would be necessary to obtain true LD information.

Since it has been recently suggested that the use of haplotypes
of closely linked X-STR trios instead of a single or duos of STRs
might be a powerful tool in forensic identification and kinship
testing [24], three markers of each linked group have been handled
as haplotypes for genotyping in a sample of 97 Moroccan man. The
4 X-STR trios of linkage group 1-4 revealed 88, 64, 72 and 76
haplotypes, respectively (Supplementary Table 3). Of all the
observed haplotypes, 95% showed frequencies <0.021, and only
four haplotypes were found in four or five individuals each,
displaying a frequency higher than 0.040. Haplotype diversity
values (Supplementary Table 4) in the Moroccan population were
all higher than 0.9897. The linkage group 2 (DXS7132-DXS10079-
DXS10074) had the lowest haplotype diversity value. These values,
as expected, are higher than those found in the previous study of
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four X-STR duos in the Korean population [17] and nearest to those
found in Koreans involving the same X-STR trios set [18].

In conclusion, the forensic efficiency parameters of the twelve X-
STRs investigated in this work demonstrate the usefulness of these
markers in population genetic studies, human identification and
complex kinship cases. Therefore, these results will contribute to
establish this system as standard for the X-STR analysis in the
Moroccan population.

Moreover, few X-STR multiplex kits have become commercially
available and validated for forensic casework. As a consequence,
there are few data for comparison because there is no a set of X-STR
markers widely used by the forensic community. Here we present
the first population study performed using the new Argus X-12 kit
(Qiagen), to our knowledge, which it will serve as a reference for
comparison with other studies based on these 4 X-STR trios.

This work was supported by an AVERROES grant (Erasmus
MUNDUS, European Commission).

This study follows the ISFG recommendations [25] and the
guidelines for publication of population data proposed by the
journal [26].

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at doi:10.1016/j.fsigen.2011.03.008.
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Twelve X-STR loci in four clusters of linked markers were typed in a sample of 97 Moroccan men from
different ethnic groups (Arabs, Berbers and Sahrawi) using the Investigator Argus X-12 Kit. Forensic
statistical parameters for these 12 X-chromosome STR, particularly the haplotypes of the four closely
linked X-STR trios, indicated that they are highly informative for anthropological and forensic purposes

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

X-STR markers have a series of special characteristics that
justify its increasing interest in forensic practice, population
genetics and anthropology. Compared with autosomes, the X-
chromosome has lower recombination rate, lower mutation rate
and smaller effective population size resulting in a faster genetic
drift. In consequence, both linkage disequilibrium (LD) and
population structure in the X chromosome are expected to be
stronger than those in autosomes. The X-STRs are particularly
useful in paternity testing and kinship analysis, especially in
deficiency cases, such as grandmother-granddaughter, aunt-niece
and cousins. Owing to the complexity of kinship investigation, a
new approach of substituting single STRs by stable haplotypes of
closely linked loci has been recently suggested [1].

Morocco is a country located in northwest Africa on the
Mediterranean Sea and the Atlantic Ocean. Inhabited from ancient
times by Berbers, the region became a Roman province in the 1st
century and was conquered by Arabs in the 7th century. The
country was later united (11th-13th century) under Berber-
Muslim dynasties. Since Paleolithic time North-West Africa has
been inhabited by several human groups that are different by their
ethnic identity, language and culture. In Morocco, the country’s

* Corresponding author. Tel.: +34 971 172050; fax: +34 971 173184.
E-mail address: apicornell@uib.es (A. Picornell).
! Both authors contributed equally to this work.

1875-1768/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fsigss.2011.08.009

official language is classical Arabic, although different languages or
dialects are spoken by the different ethnic groups. Thus, Arabic
people dialect is called Darija; Sahrawis, who live mostly in
Western Sahara, speak another Arabic dialect, Hassania. The latest
group is Berbers, who speak three different Berber dialects: Tarifit,
Tamazight and Tashelhit, either as first language or bilingually
with the spoken Arabic dialect [2].

The present study aimed to build an X-STR database of the
Moroccan population for anthropological and forensic purposes, as
well as to provide reference data for comparison with other studies
based on the analysis of the 4 X-STR trios included in the new
Investigator Argus X-STR 12 Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

2. Materials and methods
2.1. DNA sample

Blood samples were collected from 97 unrelated males, living in
the whole area of Morocco; with known ancestors until at least the
third generations and belonging to the three ethnic groups (Arab,
Berber and Sahrawi). All participants signed the informant consent
and provided information about their ethno-linguistic as well as
their parents and grandparents origins.

2.2. PCR and genotyping

Genomic DNA was extracted using DNA IQ™ System (Promega,
Madison, USA) and PCR amplification for the 12 X-STR (DXS10148,



e20

Table 1
Forensic parameters of 4 X-chromosomal STR trios in 97 Moroccan men.

A. Picornell et al./Forensic Science International: Genetics Supplement Series 3 (2011) e19-e20

Linkage group 1 (Ig 1)

Linkage group 2 (lg 2)

Linkage group 3 (lg 3) Linkage group 4 (lg 4)

Number of haplotypes 88
Unique haplotypes 80 (90.9%)

Haplotype Diversity + S.D. 0.9979+0.0019
Discrimination capacity 90.72%

Match probability 0.21%
Frequency of the most common haplotype 0.0309

64 72 76
41 (64.0%) 53 (73.6%) 61 (80.3%)
0.9897 +0.0032 0.9927 +£0.0028 0.9942 +0.0025
65.98% 74.23% 78.35%
1.03% 0.73% 0.58%
0.0515 0.0515 0.0309

Ig 1: DXS10148-DXS10135-DXS8378; Ig 2: DXS7132-DXS10079-DXS10074; Ig 3:

DXS10135, DXS8378, DXS7132, DXS10079, DXS10074, DXS10103,
HPRTB, DXS10101, DXS10146, DXS10134 and DXS7423) was
performed using Investigator Argus X-12 Kit (Qiagen) according to
the manufacturer’s instructions [3]. For genetic typing, an ABI
Prism 3130 DNA Genetic Analyzer along with GeneMapper ID 3.2
software was used.

2.3. Statistical analysis

Allele and haplotype frequencies, pairwise exact test of LD and
haplotype diversity were carried out using the Arlequin v.3.0
software. Discrimination capacity was calculated as the percentage
of different haplotypes and haplotype match probability as 1-
haplotype diversity. Other forensic parameters were calculated at
the Chromosome X homepage (http://www.chrx-str.org).

3. Results and discussion

The present study shows that there is a high genetic diversity in
the Moroccan population for the 12 X-STRs, with polymorphic
information content (PIC) values ranging between 0.626 and 0.931.
DXS10135 and DXS10146 were the most polymorphic X-STRs,
with 23 alleles, and DXS8378 was the least polymorphic one, with
5 alleles. Pairwise linkage disequilibrium between all pairs of the
twelve loci was tested. After Bonferroni correction, only a
significant P value was obtained for DXS10101-DXS10146 pair
of loci (P < 0.0001). Overall value obtained for the power of
discrimination was high (>0.999999). Combined mean exclusion
chance for trios and duos were 0.999999999 and 0.9999998,
respectively.

The statistic parameters for forensic evaluation for each of the 4
X-STR linkage groups are displayed in Table 1. Among the 97 males
analyzed, the 4 X-STR trios of linkage groups 1-4 revealed 88, 64,
72 and 76 haplotypes, respectively. Of all the observed haplotypes,
94% showed frequencies <0.021. Most of them (78%) were only

DXS10103-HPRTB-DXS10101; and Ig 4: DXS10146-DXS10134-DXS7423.

observed once, and the other haplotypes were shared by two to five
men. Haplotype diversity values in the Moroccan population were
all higher than 0.9897. The linkage group 2 (DXS7132-DXS10079-
DXS10074) had the lowest haplotype diversity value. The
discrimination capacity and the match probability ranged from
65.98% (lg 2)t090.72% (1g 1) and between 1.03% (Ig 2)and 0.21% (Ig
1), respectively.

The present work demonstrates that haplotypes for the four X-
STR trios included in the Investigator Argus X-12 Kit are highly
discriminating and, therefore, provide a powerful tool for solving
complex kinship cases in Moroccan population.

This study follows the ISFG recommendations [4] and the
guidelines for publication of population data proposed by the
journal.
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Abstract In an effort to facilitate forensic mitochondrial
DNA (mtDNA) testing in Morocco, high-quality control
region sequences from 509 individuals were generated using
a comprehensive processing and data review system. This
large dataset of random samples from various Moroccan
population groups (Arab speaking, Berber speaking, and
Sahrawi speaking) exhibited a low random match
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probability (0.52 %) and a mean of pairwise comparisons
of 13.24. The Moroccan mtDNA gene pool studied here was
defined entirely by West Eurasian (58.15 %) and African
haplogroups (41.85 %).

Keywords mtDNA - Control region - Morocco

Introduction

The current day population of Morocco reflects both the
country’s long and rich population histories on the African
continent, as well as more recent demographic features
resulting from its geographic proximity to Europe.
Inhabited since ancient times by Berbers, the region became
a Roman province in the first century and was conquered by
Arabs in the seventh century. The country was later united
(11th—13th century) under Berber-Muslim dynasties; yet,
the most recent influences come from Portugal, Spain, and
France. Morocco is the third most populous Arab country
after Egypt and Sudan, with a population described as over
99 % Arab-Berber. Previous studies of Moroccan mitochon-
drial DNA (mtDNA) have detected a highly admixed gene
pool, with the majority of lineages belonging to west
Eurasian haplogroups [1-4]. Here, we expand upon these
mtDNA studies by increasing both the sample size and
sequence range available for the Moroccan population.

Population samples
Blood and saliva samples were collected from 509 unrelated
individuals living in Morocco. In addition to 345 individuals

representing a number of ethnic groups (Arab, Berber, and
Sahrawi), 42 individuals from the Arab ethnic group, 69

@ Springer
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individuals from the Berber ethnic group, and 53 individuals
from the Sahrawi ethnic group were sampled. Informed
consent was obtained from all participants in this study,
and information about the geographical origin of their
grandparents and about their first language was recorded.

Sample processing

DNA from whole blood samples was manually extracted
using the DNA IQ™ System (Promega, Madison, WI)
according to manufacturer’s instructions. The DNA IQ™
extraction of the saliva samples, collected with Buccal DNA
Collectors™ (Bode Technology Group, Inc., Lorton, VA),
was automated on the Biomek® 2000 Laboratory
Automation Workstation (Beckman, Coulter, Brea, CA).
PCR amplification and amplicon sequencing reactions were
performed as described in the study of Irwin et al. [5] with
minor modifications to the primers. Electrophoresis was per-
formed on a 3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA).

Analysis of data

Electropherograms were evaluated in Sequencher version
4.7 (Gene Codes, Ann Arbor, MI) by two independent
scientists. The nucleotide positions considered for analysis
were 16,024-16,569 and 1-576. They were aligned and
compared to the revised Cambridge Reference Sequence
following nomenclature guidelines for mtDNA typing [6].
Sequences were assigned to mitochondrial DNA hap-
logroups on the basis of control region polymorphisms
reported to be associated with particular mtDNA lineages
[7]. In some cases, this assignment is conservative and
reflects the broadest level of classification that can be deter-
mined with control region information alone. Haplotypes
likely belong to one of the many sub-lineages within the
assigned haplogroup, but coding region data would be nec-
essary for this level of classification.

Genetic diversity indices, random match probability, and
pairwise comparisons were generated by the custom software
package (Laboratory Information Systems Applications,
Future Technologies, Inc., Fairfax, VA). Hypervariable
C-stretch length variants at sites 16193, 309, and 573 were
ignored in the analyses.

Access to data

Sequence data in electronic form are available from the
authors upon request and have been submitted to the
EMPOP database (http://www.empop.org). Haplotypes are
available under the following accession numbers: Moroccan
Arab EMP00280, Moroccan Berber EMP00281, Moroccan

@ Springer

Sahrawi EMP00282, and Moroccan Mixed EMP00283.
Data are also available under GenBank accession numbers
JF749296-JF749804.

Results

Summary statistics and entire control region haplotypes for
all individuals are presented in supplementary data (Tables
S1 and S2, respectively). Direct pairwise comparisons
among the sequences in this dataset resulted in an empiri-
cally determined random match probability of 0.52 %. On
average, sequences differed at 13.24 sites, and in total,
88.97 % (371 out of 417) were unique haplotypes.

Point heteroplasmies were identified in 43 individuals
(8.45 % of database), and 1 sample exhibited two positions
of point heteroplasmy (16182 and 16256). Length hetero-
plasmy was observed in 291 individuals (57.17 % of the
database) and occurred primarily in regions of polycytosine
stretches: hypervariable (HV)I (19.06 % of the database),
HVII (47.35 %), and HVIII (1.77 %). Length heteroplasmy
in the AC repeat region was observed in six individuals.
One sample exhibited a rare 204-bp duplication of nucleo-
tide positions 360—563. This duplication has been previous-
ly reported [8] and, when present as the major component of
the heteroplasmic mixture (as it is in the Moroccan sample),
has been associated with a specific non-synonymous change
in the cytochrome b gene. However, upon further sequenc-
ing of the cytochrome b gene, the variant in question was
not found in this particular sample. A number of novel
polymorphisms were also observed in the dataset, with one
sample showing the previously undescribed insertion
524.1 G 524.2C.

In the complete Moroccan dataset, the most frequently
observed haplotype was 16519C 263 G 315.1C (a member
of Hg RO or its subhaplogroups). This haplotype, along with
its C-stretch variants, was seen altogether in 28 samples
(5.50 % of samples) and is consistent with the most common
Moroccan lineage reported by Turchi et al. [4]. The second
most common haplotype 16153A 16298C 72C 195C 263 G
315.1C (Hg HVO0), and its C-stretch variants, was found in
11 samples (2.16 % of samples), of which 7 belonged to the
Moroccan mixed population, 3 belonged to the Moroccan
Berber, and 1 belonged to the Moroccan Sahrawi.

Discussion

The mtDNA haplotypes from the four groups show a mosaic
composition of West Eurasian, sub-Saharan, and North
African lineages with frequencies of 58.15, 30.65, and
11.20 %, respectively. Generally speaking, this pattern is
consistent with previous reports of Moroccan mtDNA [1-4],
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though the data presented here exhibit slightly fewer West
Eurasian lineages (58.15 vs ~63 %) and slightly more sub-
Saharan lineages (30.65 vs ~25 %). More specifically, the
most common haplogroups in the Moroccan mtDNA pool
studied here were members of RO (17.49 %) and HVO
(8.25 %), followed by African lineages U6a (7.27 %), L1b
(5.11 %), L2al (3.73 %), M1 (3.34 %), and L3e5 (3.34 %).
The occurrence of clades M1 and U6 in our dataset corre-
sponds well with previous reports of their distributions in
the east and north of Africa. These two lineages are believed
to have originated in southwestern Asia and then moved
collectively to Africa approximately 45,000 years ago [9].
This migration, followed by periods of stability and expan-
sion, has led to relatively high frequencies of U6 and M1 in
northern and eastern Africa, with limited distributions
elsewhere.

The entire mtDNA control region sequences from the
Moroccan population groups studied here are available for
forensic DNA purposes. This paper follows the recommen-
dations of the International Society for Forensic Genetics on
the use of mtDNA in forensic analysis and the guidelines for
publication of population data requested by the journal [10].
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Universits Mohamad V-Azdal ¥ du prilavemant :
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Dipartemant dz Biclogis e )
Laboratoise ds Biochimis Immunologia Dtz d2 pralavemant :

FROJET IVETUDE GENETIQUE DE LA POPULATION MAROCAINE
QUESTIONNAIRE DE PRELEVEMENT SANGUIN QU BUCCAL POUR
EXTRACTION DVADN

Lz progres gu'a conou le projet du génoms bemain a permiz de localiser des millisrs de margoeers
pelymorphes, qui sont aujourd Tl vtilisss pour 'Studs da 1a stroctes ginétique deas populations kumaines.
Pammi 1a= plis important, las saguencas microeatallites zont devenus un outil tras prizsant dane plusisure
domaines ot notamment 1a genatique des population:. Le grand pol ymorphizma da ces manguenrs saramiz a
profit dans oatte Sheda powr la caractarization ganatiqua dala population marscaine ot 1'invastigation da son

histoirs avelutive
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W° Individhn - Dtz da przlavemant: WTADN :
Initisles :

Seme: M: O F:O

DPrnom : Aga:
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| IO - L'IDENTIFICATION DES PARENTS
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Initizles du nom du pére:

ORIGINE ETHMIQUE { Arabe, berbére, Sahraoui)

LANGUE D'ORIGINE : O Dialectz marocain O Sshraoui
[0 Berbére Tachelhit [ BerbéreTarifit [0 Berbéretamazight

| I - 'IDENTIFICATION DES GERANDS PARENTS

Initizles du nom de la grand mére:

ORIGINE ETHMIQUE { Arabe, berbére, Sahraoui)

LANGUE D'ORIGINE : O Dialects marocain O Sahraoui
[ Berbére Tachalhit [ BarbéreTarifit [ Berbéretamazight

Initizles du nom du grand pére:

ORIGINE ETHMIQUE { Arabe, berbére, Sahraoui)

LANGUE D'ORIGINE : O Dizlecte marocain O sSshraoui
[ Berbére Tachehit [ BerbéreTarifit [0 Berbéretamazight

Les données recueilies durant cette étude serviront strictement pour celle-ci et pour
linterprétation des résultats obtenus, elles resteront confidentizlles et ne seront absolument pas
utilisées pour quekcongue autre object.

Signature :



Annexe

Annexe B

Certificat contréle qualité de YHRD pour le typage des 17 locus STR du chromosome Y

;\E#HARITE

Inctitute of Lagal Medicine and Forenclo Solenoes
Charié — Linisersity Madicine Berlin

Hammowersche Stasse &

Rachid ABOUKHALID CH101 15 Berin, Gemany
Unité de GEnetique Forensique
Laboratpire de Baochimie Immunologie Dept. Forsncio Genatios
Départernant de Biologis Chair- Lutz Roewer, PhO
Faculte des Sciences de Rabat Tel: i Hn IR AL 2SS
4, Avenue Ibn Battouta, B.P 1014 AP T M g
Rabat. Maroc

miemet Y-ETR dabubess: wwaw e om

Berfin, August 1, 2005
Certificate of participation
The

Unité de Génétique Forensique, Laboratoire de Biochimie Immunologie
Département de Biologie, Faculté des Sciences de Rabat, Maroc

has participated in the Y-5TR Haplotyping Quality Assurance Exercise 2008

The alleles at the YHRD core loci

DY518. DY.53391, DY'33888, Ov5390, DY5381, DY 3382, DY5303, DY5385ab,
DY5438, DY3420

as well as the additional boci
DYS437, DY'S448, DY 5456, DYS453, DYSE3IS, GATA-H4

have been typed comectly according to the publshed nomenciature and the updated ISFG
recommendations for Y-5TR analysis (Forensic Sci int. (2008} 157(2-3187-087)

Lutz Roewer
YHRD curator

CHANTE - IMWERSITATSMEDEH BERLN
Cmrrainozrs Brrichiung von s Ussverses Barin und Humbolct-Un it o Barbe
Hirnsrimnnst don S ani inman Babin



Annexe

Annexe C

Séquences des amorces sens et anti-sens des quatre multiplex utilisés pour I'analyse des

marqueurs SNP du chromosome Y de notre population étudiée (n = 159)

A Taille |Concentration
Marqueurs morces Amorces Amplicon finale
PCR Sens PCR Anti-Sens (bp) (pmo )
Mo AGAAACACACTGCTAATGATCCG GGCAGTGCCCTTCCAAATAA 295 0.2
M60 AAGACTAGGAGTAGGGTTGTGGAC | AAGACTAGGAGTAGGGTTGTGGAC 180 0.4
RPS4Y711 | GAAGGAAGGTATGAGGCATGTGTG | CAGTAAGTCGAATGCCCTTTCC 98 0.2
MYO1 | M174 CGCTTCTCTGAATACCTTCTGGAG | TTACCTGACTAGAAGGTCCTGG 145 0.6
M267 GGATATACCAAGTCTGGATAGCGG | CTCGTAGCTTCAAGCAATCCAC 147 0.6
M170 CATGTTTGTTCAAATAATTGCAGCTC | TACAGTGAGACACAACCCACAC 129 0.4
M207 TCAGAAGTATCCCTGAAGAAGGA GGTCACTTCAACCTCTTGTTGG 125 0.8
P147 CTCTCCCTACTACTGCATTCTAGC | CTAATTTCCCAGCAGACAGCTC 248 0.12
M132 GTCTCAGTCACAGCAATTCTATCC | GTTCGTGTACTTTCAATTAATCACCTCT| 285 0.4
P189 GGGTTATGAAGAGCTGAACACTG CAGGTAGTATAGCTAGATTCTGGTCC 142 0.08
MY02 | 215 ACATACTTGCTGCATTAAGACAAAC | CTGTAGTCCCAGCTACTCAGAA 274 0.8
M81 AGCACTATCATACTCAGCTACAC CGCACTAATTTGTAGCCTAGGAGC 161 0.2
M54 CAGAGCAGTCACATCTTCAGAG CAAAGCCCAGTCTCACTTCATC 245 0.12
M172 CTCATTCACCTGCCTCTCAGTATC | GCCAGGTACAGAGAAAGTTTGG 144 0.08
L24 CTGGACTGCATACATTAGTGGG CATCTGAACTGCTCTTGGAGTC 86 0.08
M221 GGAAAGGTCAAACTGGGTACTG ACACTGACAGAAACTCACTGAT 260 0.6
w03 | L63 CACTATGTCACCATCAACATTGCC | GGGATAAGAAATAGTTTGAGCTGAGG 74 0.2
M343 CTTGTAGAGAGAGAGAGGTAGGAG | GCGTTAGAAACTGGGTTCACTC 324 0.6
M269 CATGCCTAGCCTCATTCCTCTA GGGTTTCACCATGTTAGCCT 267 0.8
M70 CAGCCTCCAGAATTCCTTCTCTAC | CATGTATGTGATCTGAGGGCTG 160 0.08
vos M35 TACTCAGGAGGAAACTGAGAGG CACTAAGGAGCTGTGGTGAATG 146 0.8
M78 CAGTGGTTTCTGCATTACTCCG GCTATAGTGTTCCTTCACCTTTCC 180 0.2




Annexe

Séquences des amorces d’extension des quatre multiplex pour les 21 marqueurs SNP du

Annexe D

chromosome Y incluant les queues homopolymeére T

Marqueurs Séquence d’extension d’amorces Brin | Longueur SNP
(pb) (Ancestral/Muté)
M174 GAATACCTTCTGGAGTGCCC F 20 carT
RPS4Y711 (T)sGGGCAATAAACCTTGGATTTC F 26 carT
M60 (T)9GAGTAACCACTGTGTGCCTGAT R 31 1 bp (-/+)
msMYO1 M267 (T)13CGATGGAAGCATTTTTGTAAATA F 36 GarT
mMo1 (T)16CCTACATTGCTATTCTGTTTTTTTT F 41 1 bp (-/+)
M207 (T)20CAAATGTAAGTCAAGCAAGAAATTTA F 46 AacG
M170 (T)2sTTACTATTTTATTTACTTAAAAATCATTGTTC F 57 AacC
M54 CTCAGGCAGCCGCAC F 15 AaT
P147 (T).CCAAAAGTTCTCTTCCTG R 20 AacG
M172 (T)sCCAAACCCATTTTGATGCTT F 25 AacG
mSMY02 P189 (T)7-AAATTTGCCTCAAAATCAAAGAC F 30 GarT
M215 (T)11 TACTTGCTGCATTAAGACAAACTG R 35 GarT
M132 (T)13GGTAAAACAGATAGAAAAAAAGCTATG F 40 AacG
m81 (T)1sTTGGTTTGTGTGAGTATACTCTATGAC R 45 carT
M343 AGTGCCCTCGTGTTCCA F 17 AacG
L63 (T).CAACATTGCCATTGCTTTAGT F 22 AacG
M70 (T)6GGGATTCTGTTGTGGTAGTCTTAG R 27 carT
msMY03 5569 (T)10GAATGATCAGGGTTTGGTTAAT F 32 AacC
L24 (T)13GATGTCGAATTGTTAGAAGGGTAG F 37 carT
M221 (T)16ATATTATCACTTGCATCAGTGCTAAA F 42 GarT
M35 CAATTTTCCTTTGGGACACTG F 21 Gac
msMY04 my7g (T);TATTTTGAAATATTTGGAAGGGC R 30 carT




Annexe

Annexe E

PhyleTree.org - mtDNA tree Build 15 (30 Sep 2012)

For yeur comenignce. the onling tree is dnaded into aight subtrees accessible through the links in the scheme Below
Altematvely, the entire tree can be downloaded as single file- mADNA tree Byild 15 (30 Sep 2012)

mih{RCA

=
=

|
R
I I I
1 L3 Mm D N R u
fincl. CEG/QZ) finct, ALO,SWXY)  (IncL BFJAT) (INCLHVHY)  (incl.K)

PhyleTree collaborates with EMPOP and miliNACommynity fo envich our knewledge of the human miDHA ghilogeny in its evolulion and present-day vasiation,

Maintained by Mannis van Gven (movanoven & erasmusme nl}
Depatmant of Foransic Mlecutas Biology

Erasmaus M, University Medical Canter Rotberdam

The Hethedands



