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Figure S3 IM of mitochondrial haplogroup under the PDSI gradients in the
Saguenay-Lac-Saint-Jean population.
Each separate interaction from figure 13 for the PDSI with their 95%
confidence intervals.
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Figure S4 IM of mitochondrial haplotype under the NAO gradients in the
Saguenay-Lac-Saint-Jean population.
Each separate interaction from figure 18 for the NAO with their 95%
confidence intervals.
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CHAPITRE III

DISCUSSION ET PERSPECTIVE

La méthode d’imputation de marqueurs haploides nous a permis d’imputer a une
population historique un nombre impressionnant d’haplotypes mitochondriaux avec un
bon degré de précision. Cela a permis de tester I’hypothese que le climat a un impact sur
la répartition des fréquences de I’ADNmt chez [’humain en tant qu’agent de sélection sur
le génome mitochondrial. Ce test fut fait en mesurant, par le biais d’indicateurs
climatiques a grande échelle, I’effet du climat sur la mortalité infantile associée a chacun
des mitotypes dans une population humaine. Dans un premier temps, j’ai démontré que la
variabilité dans le taux de mortalité infantile de la population du Saguenay-Lac-Saint-Jean
s’explique en bonne partie par les variables climatiques sélectionnées et donc, que ces
variables contenant un signal de I’effet présumé du climat sur chacun des mitotypes.
En un deuxiéme temps, j’ai mis au jour un relation entre le mitotype et la mortalité
infantile dans cette méme population, d’abord sans considération du le climat.
Ceci confirme que la mortalité infantile 0-1 an était un bon choix comme composante de
fitness pour ensuite étudier I’interaction entre le climat et le mitotype. Deux mitotypes
sont ressortis comme €tant sous sélection a I’époque préindustrielle. L un sous sélection
positive (U) et 1’autre sous sélection négative (J). L’ajoute de [I’interaction
mitotype x climat a révélé une relation positive entre les haplogroupes I, V et K et
I’Oscillation nord-atlantique, ainsi qu’une relation négative entre les haplogroupes J et U

et I’irradiance solaire.

Nous avons obtenu des résultats appuyant les hypothéses énoncées au chapitre I,
a savoir que le climat peut effectivement créer les conditions propices pour engendrer de
la sélection au niveau de I’ADNmt en modulant la variance dans le taux de mortalité
(plus grande variance dans la mortalité¢ infantile dans les extrémes climatiques

défavorables que dans les extrémes favorables).
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Les effets du NAO et du SI et leur interaction appuient I’hypothese a I’effet que la
rigueur du climat et la disponibilité des ressources pouvant en résulter affectent le fitness
des individus. Les variables climatiques utilisées ne permettent pas de démontrer une
relation causale, mais le NAO est connu pour étre un bon prédicteur de la rigueur de I’hiver
dans plusieurs cas et le SI, de la disponibilit¢ des ressources. Considérant les fenétres
temporelles retenues pour le NAQO, soit la moyenne de ’année en cours et de I’année
précédente, on peut penser que si pendant deux années consécutives I’hiver a été long et
ardu, ce sont deux années ou le temps des récoltes a pu €tre repoussé (printemps tardif).
Pendant ce temps, les individus ont été soumis a des conditions climatiques plus difficiles
et possiblement nécessité plus de ressources alimentaires. Si ce phénomene se combine a
une année de sécheresse menant a de récoltes moins abondantes, cela peut rendre les
enfants davantage exposés aux maladies et augmenter leur mortalité. De plus, I’effet du
Sl et du NAO était amplifié ou réduit selon le type d’ADNmt, ce qui concorde avec les
effets rapportés sur 1’apport faible ou débalancé en nutriments comme le ratio protéines :
carbohydrate qui a une influence sur le fitness d’espece animale modulé par leur génotype
mito (Aw et al., 2017; Sun et al., 2014; Towarnicki et al., 2017) ou les effets de stress qui

ont un impact direct au niveau cellulaire (Baker et al., 2019).

Quelques bémols sont toutefois a mentionner au niveau de ces analyses.
Dans I’évaluation de la mortalité infantile, j’ai présumé que les personnes n’ayant pas de
date de déces avaient survécu apres 1’age de 1 an. Cependant, il est connu que dans le
Québec préindustriel, il y avait un certain sous-enregistrement des décés infantiles qui
variait dans le temps (Gagnon et al., 2009). Cela a pu avoir comme eftet de réduire
I’estimation du vrai taux de mortalité infantile. De plus, lors de la modélisation, je n’ai
pas pris en compte certains paramétres pouvant causer de la variabilité au niveau de la
mortalité. C’est entre autres le cas de ceux identifiés a la section 1.10, comme les
intervalles protogénésique, intergénésique et I’dge de la mére au moment de la naissance
d’un enfant. Pour les intervalles, la raison était pour limiter davantage |’attrition du jeu de
données, afin de ne pas réduire la couverture mitochondriale pour avoir le maximum
d’haplogroupes différent avec un nombre d’individus suffisant grand pour chacun.

En ce qui concerne 1’dge de la mere, le probleme en était un de colinéarité. En effet,
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cette variable est fortement corrélée avec le rang de naissance. Dans ce type de modéle,
lorsque des variables explicatives sont trop corrélées, I’attribution de variance ne se fait
pas bien et la stabilit¢ du modele en souffre. Il y a aussi probablement une corrélation

entre le rang de naissance et I’intervalle intergénésique.

Nous avons donc gardé le rang de naissance, car les données étaient plus compleétes.
Avoir mis de coté ces variables a peut-€tre quelque peu causé une surévaluation des effets
mitochondriaux estimés. Toutefois, le fait d’omettre ces variables ne devrait pas avoir
biaisé les résultats dans un sens en particulier. A moins que certains variants
mitochondriaux aient un réel impact sur la fécondité. Dans ce cas, les variants augmentant
la fécondité auraient des intervalles plus courts (en moyenne) et un taux de mortalité un
peu plus €levé alors que ceux diminuant la fécondité aurait des intervalles plus longs, avec
un risque moins grand de mortalité infantile. Ce qui demeurerait alors un effet du

mitotype.

Finalement, je n’ai pas évalu¢ I’effet du background nucléaire de méme que
les interactions mito-nucléaires, pouvant la aussi laisser plus de place aux effets
mitochondriaux seuls, ou au contraire introduire du bruit limitant la capacité a détecter le

signal de sélection.

Ce projet incluait plusieurs défis. L’un d’entre eux a été de trouver quel indicateur
de fitness serait le mieux adapté afin d’évaluer la sélection sur I’ADNmt en lien avec le
climat dans une population humaine. Comme il a €t€¢ mentionné a la section 1.9, ce choix
s’est arrété sur la mortalité infantile, a la suite d’analyses préliminaires sur plusieurs autres
mesures, non rapportées ici. Il y a beaucoup de référents dans la littérature a propos de
I’effet du climat sur la fécondité ainsi que sur les effets possibles de la variation
mitochondriale sur ce trait d’histoire de vie (Camus et al., 2015; Otten et al., 2015;
Skjerve et al., 2015). Toutefois, lorsqu’est venu le temps de modéliser ce trait,
de nombreux défis se sont présentés a moi. La distribution statistique de la fécondité dans
la population du Saguenay-Lac-Saint-Jean présente une bimodalité¢ avec un exces de 0

(Figure 3.1).
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J’ai effectué de nombreux tests pour trouver la meilleure fagon de modéliser cette
distribution (zero-inflated Poisson, zero-inflated binomiale, mod¢le Hurdle, etc.) afin de
ne pas prendre seulement les individus avec une f€condité > 0, ce qui aurait mené a une
attrition importante des données et de la couverte mitochondriale. De plus, il s’est avéré
compliqué de déterminer la fenétre temporelle pertinente pour caractériser le climat
auquel un individu a ét€ exposé avant et pendant sa vie féconde. De plus, nous ne pouvions
pas prendre en compte ceux qui n’avaient pas eu d’enfant pour faire I’évaluation,

car il n’y a aucune variable climatique pouvant s’associer au fait de ne pas avoir d’enfant.
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Figure 3.1  Distribution de la fécondité dans la population du Saguenay-Lac-
Saint-Jean.

Pour pallier ces problemes liés a la mesure de fécondité, j’ai utilisé une mesure
de fitness, dite « démographique » selon la méthode décrite dans Moorad (2014).
Cette mesure, beaucoup plus compléte, intégre la survie juvénile, I’appariement (mariage)
et la fécondité d’un individu, et ce, de facon relative a la croissance de la population,
qui peut varier entre les cohortes. Le fitness est calculé par cohorte et chaque individu
se voit attribuer une seule mesure de fitness relatif, ¢’est-a-dire par rapport a la moyenne
de sa cohorte. J’ai donc ajusté des modéeles en utilisant cette mesure de fitness
démographique, en lien avec le climat et I’ADNmt. Plusieurs études montrent d’ailleurs
I’impact de I’environnement de naissance sur le développement et comment celui-ci peut
influencer la vie adulte et la reproduction (Burton et al., 2014). Toutefois, cette mesure de
fitness avait aussi une distribution présentant les problémes observés avec la fécondité,
d’une part a cause du haut taux de mortalité avant I’age a la reproduction et d’autre part,

a cause de la perte d’information sur les individus ayant quitté la région du SLSJ avant de
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se reproduire. En raison des nombreux défis d’analyse, il faudrait explorer ces questions
dans un projet séparé. Les estimations avec le fitness démographique permettraient de
prédire plus directement le changement de fréquence des mitotypes d’une génération a

[’autre da a la sélection.

Jai aussi tenté de modéliser I’effet du climat sur la survie juvénile (1-15 ans) a I’aide
du modele a risque proportionnel de Cox. Cette approche semblait trés prometteuse,
car chaque pas de temps est trait¢ comme indépendant et permet d’évaluer le risque de
mortalité¢ a chaque age en lien avec le climat et ’ADNmt. Aussi, avec cette approche,
J’aurais pu limiter 1’attrition du jeu de données comme c’était le cas des analyses sur la
técondité et le fitness démographique, car on peut prendre en compte les données
tronquées (right censuring), telles que celles pour les individus qui quittaient le territoire
a I’age adulte. J’ai obtenu des résultats préliminaires avec ces analyses. Cependant,
ce type de modeéle ne permet pas d’intégrer tous les paramétres que nous voulions prendre
en compte pour mieux isoler la variabilité dans le fitness due a la variation mitochondriale
(p. ex. l’autocorrélation spatiale, I’environnement maternel et la variance génétique
additive). C’est pourquoi, j’ai finalement arrété mon choix sur la mortalité infantile
comme composante de fitness pour mesurer la sélection naturelle. Cette variable limitait
la perte de données et permettait une bonne évaluation des conditions climatiques avec les

séries temporelles que j’ai utilisées.

Une autre grande partie de mon travail a consisté a adapter la méthode d’imputation
probabiliste développée par Doyon et al. (soumis) dans le cadre de sa maitrise sur la
dynamique des marqueurs génétiques liés au sexe. Cette méthode a été développée a la
base pour attribuer des marqueurs du chromosome Y aux individus de la base de données
BALSAC. J’ai donc adapté la méthode (et les scripts R) pour I’appliquer aux haplotypes
mitochondriaux et les attribuer aux individus de cette méme base de données. Ces résultats
ont été ajoutés a I’article d’Alexandra Doyon, en processus de soumission, sur lequel

je figure comme co-auteur.
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La grande diftérence entre ’ADNmt et le chromosome Y est que dans le cas des
marqueurs Y, lorsqu’il y avait une mutation, on considérait automatiquement qu’elle
donnait un nouvel haplotype. Donc, lorsqu’une mutation était simulée dans le pedigree,
I’individu sur lequel tombait cette mutation ainsi que I’ensemble de ses descendant males
se voyaient attribuer un haplotype désigné comme étant inconnu. Dans notre cas, lorsqu’il
n’y avait qu’un seul haplotype de séquencé par lignée, nous appliquions cette regle.
Cependant, il arrivait souvent que nous ayons 2, 3 ou méme 4 haplotypes séquencés par
lignée, quelquefois avec seulement 1 ou 2 nucléotides de différence dans la région de
contrdle. Nous devions donc prendre en compte la possibilité que cette différence soit
issue d’une erreur généalogique, mais aussi de mutations de I’haplotype de la fondatrice
de la lignée, qui aurait pu muter successivement plusieurs fois compte tenu du taux de
mutation élevé de la région de contrdle. Cette fagon de faire a permis de savoir, avec une
bonne approximation, & quel endroit dans la généalogie 1’haplotype mitochondrial avait
muté et de détecter de probables erreurs généalogiques avec une bonne précision. Je n’ai
toutefois pas intégré la possibilité qu’il y ait des « back mutations », facilitant peut-étre le
match entre deux haplotypes se différenciant de quelques SNPs et pouvant orienter
I’assignation dans certaines branches de la généalogie. L assignation s’est faite en tenant
compte que les mutations s’accumulaient sur I’ADNmt. Donc, si deux haplotypes avaient
les mutations suivantes : HI (A73G et C150T), H2 (A73G, C150T, A263G et A750G),
I’haplotype H1 avait la possibilité de muter deux fois pour devenir H2 mais H2 ne pouvait

devenir H1.

En complément des haplotypes mitochondriaux a disposition, nous avons fait
séquencer le génome complet de 95 des échantillons. La sé€lection des haplotypes a
séquencer s’est faite selon la représentativité des lignées maternelles dans la base de
données BALSAC. Un jumelage préalable des haplotypes défini par les SNPs présents sur
les régions de controle avait été fait par Claudia Moreau du CHU Sainte-Justine.
Nous avons donc calculé quelles lignées maternelles associées a ces haplotypes offraient
la plus grande couverture possible (nombre d’individus), a la fois sur I’ensemble du
Québec et au Saguenay-Lac-Saint-Jean. Le séquengage a été effectué au Centre de

génomique de |’Université de Pompeu Fabra a Barcelone par notre collaborateur
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Ferran Casals. La stratégie utilisée est la réplication du génome a partir de deux grands
amplicons par PCR, en utilisant une polymérase spécifique pour les fragments longs
(LA Taq de Takara Bio Industries). Cette polymérase combine I’ADN polymérase Taq et
une polymérase de correction de ’ADN. Les banques de genes ont €té construites avec
Nextera XT et la qualité vérifiée par Bionalyzer. Une normalisation des concentrations a
été effectuée apres une quantification avec la méthode du fluorophore (PicoGreen)
intercalé et le séquengage s’est effectué¢ par MiSeq (2 x 250). L’enticreté des SNPs
retrouves dans les 95 s€équences a €té analysée avec une approche d’étude d’association
pangénomique (GWAS) afin de trouver de possibles mutations causales pouvant
expliquer les effets observés des haplogroupes/haplotypes mitochondriaux sur la mortalité
infantile. Pour cette analyse, seuls les polymorphismes avec un score de qualité de Phred
sup€rieur a 30 ont €té pris en compte; €quivalent a la probabilité d’un appel de base
incorrect d’une précision de | sur 1 000. (Ewing et al., 1998). Les positions 300 a 315 ont
éte exclues, car elles correspondent a une région homopolymere de cytosine, connue pour
étre problématique a séquencer, ce qui a €té confirmé par nos données de séquengage

brutes.

Le faible nombre de SNPs ayant une représentation suffisante (portés par au moins
100 personnes) n’a pas permis une résolution suffisante pour trouver une région causale
candidate sur le génome. La figure 3.2 montre les résultats obtenus pour I’analyse GWAS
sous forme de Manhattan plot circulaire. Le cercle multicolore au centre représente le
génome mitochondrial. Chacun des genes y sont représentés avec une couleur différente,
ainsi que I’ARN ribosomique en rouge, I’ARN de transfert en noir et les régions non
codantes en orange. Les bases incrémentent en sens horaire en commengant par la position
« midi ». Chacun des points observés représente 1’association d’un SNPs avec la mortalité
infantile (-logio p-value). Plus un point s’éloigne du centre, plus I’association est forte.
On voit bien sur cette figure, que la région la plus dense est la région de contrdle, 1a ou la
variabilité¢ est la plus grande. De plus, certains d’entre eux ne sont pas indépendants
(présents sur une séquence seulement) mais transmis en bloc (accompagnés par d’autres
SNP aussi présent seulement sur cette s€équence) et nous n’avons pas €t en mesure

d’isoler leur valeur d’association avec la mortalité infantile des autres SNPs liés.
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Cependant, en séparant les mutations silencieuses des mutations provoquant un
changement d’acide aminé, nous avons quand méme réussi a trouver des SNPS
intéressants qui atteignent la valeur P de la correction de Bonferroni pour des niveaux
significatifs suggestifs de 5 % (0.05 divisé par le nombre de SNPs, ici 327). Nous avons
aussi reconstruit les s€quences completes a partir des fichiers de séquengage a [’aide du
programme VCFtools et exécuté quelques tests avec DnaSP, un logiciel permettant
’analyse des sites polymorphes a partir d’un alignement de séquence. Nous avons
notamment identifié les régions conservées sur le génome et réalis¢ des tests de diversité
génétique en fenétre coulissante comme le test de Tajima D (Tajima, 1989) et Fu & Li D*
et F (Fuetal., 1993) dans le but de trouver des corrélations entre nos mesures de sélection
et les régions sous sélection révél€es par ces tests. Toutefois, ces résultats sont encore trop

préliminaires pour en faire une description compléte.
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Figure 3.2  Manhattan plot circulaire de ’association des SNPs mitochondriaux
avec la mortalité infantile au Saguenay-Lac-Saint-Jean.
La ligne bleue est le seuil corrigé de Bonferroni pour des niveaux
significatifs au seuil o = 0.05. Les codes R pour réaliser le graphique sont
disponibles a https://github.com/stephenturner/solarplot
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Perspective

Il serait intéressant, dans le futur, de refaire I’analyse sur ce méme jeu de données,
mais avec un filtre un peu plus détaillé, prenant en compte les variables laissées de coté
ici, en plus de contrdler pour le background génétique nucléaire en intégrant la matrice
d’apparentement génétique entre les individus, fournie par le pedigree. Une fagon serait
d’utiliser la matrice de covariance de parenté pour quantifier |’épistasie mito-nucléaire ou
de développer un modele utilisant le « gene dropping » ou deux alleles sont attribués aux
fondateurs et les génotypes des descendants sont générés. Ce qui serait aussi intéressant
serait de faire le lien entre les individus typés de cette base de données et le Registre
de population du Québec ancien (Dillon et al.2018). Cette base de données contient
des informations sur les naissances et déces de la fondation jusqu’en 1800.
La période couverte étant beaucoup plus longue, il y aurait une étendue de valeurs des
variables climatiques beaucoup plus intéressant que sur la période couverte au
Saguenay-Lac-Saint-Jean. Avant de commencer a travailler avec les données du SLSJ,
nous avions effectu¢ quelques analyses préliminaires sur toute la période couverte avec
BALSAC et avions observé des changements de fréquences beaucoup plus importants que
ceux observés au SLSJ. De plus, il était possible de voir des trajectoires de fitness
différentes selon les haplotypes mitochondriaux (Figure 3.3). Ce fitness avait €t€¢ mesuré
avec le nombre de descendants mariés d’un individu étant donné que seulement les
mariages y sont recensés. Une autre question intéressante, serait de voir si le fitness change
selon le sexe et tester [’hypothese de la malédiction maternelle (mother's curse; Gemmell
et al., 2004). Cette théorie prédit que les mutations qui s’accumulent sur ’ADNmt au fil
des générations auront, en moyenne, un eftet délétere plus important chez les males que

chez les femelles.
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