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Préface

La Science progresse-t-elle essentiellement par I’acquisition de nouveaux outils
ou par I’émergence de nouveaux concepts ? Ce débat entre I’Homo faber et
I’Homo sapiens peut se nourrir de nombreux exemples illustrant la pertinence
de ces deux points de vue et surtout la dialectique en ceuvre entre ces deux
sources de renouvellement des approches : & ceux qui mettent en avant ’attrac-
tion universelle, la théorie de I’évolution ou la relativité générale répondent
ceux qui soulignent le r6le décisif des instruments d’optique (télescopes comme
microscopes de tous types) ou des outils analytiques (spectrométrie de masse,
électrophorése, résonance magnétique...).

Dans ce débat, les marqueurs moléculaires fournissent une nouvelle illustration
du r8le clé que peuvent avoir de nouveaux outils pour renouveler des disciplines
riches, voire surabondantes en concepts théoriques mais qui souffraient d’une
carence manifeste dans la capacité d’observation fine de leur objet : la génétique
quantitative comme la génétique des populations ont en effet construit progres-
sivement un appareil théorique qui permettait souvent d’expliquer un fait donné
par plusieurs hypothéses non exclusives, qu’il était le plus souvent difficile
de hiérarchiser. Le « génotype », dont ces disciplines parlaient d’abondance,
pouvait €tre comparé a un puzzle dont on n’aurait disposé que de quelques mor-
ceaux et d’une image globale trés floue. On comprend a travers cette analogie
que les débats sur ce que représentait I’'image aient pu &tre souvent animés !

Or, en quelques années, le généticien se retrouve potentiellement doté d’un
nombre important de nouveaux morceaux du puzzle, cette nouvelle donne per-

~mettant & ’évidence de discriminer des hypothéses, voire peut-&tre de les éli-
miner toutes pour en construire de nouvelles, illustrant ainsi la dialectique de
I’outil et du concept évoquée plus haut.

Cette révolution technologique a été extrémement rapide: lorsque les
« empreintes génétiques » ont été développées chez I’homme au milieu des
années quatre-vingt, beaucoup pensaient que le cofit et la complexité de cette
technique allaient la limiter & la criminologie ou & des expertises trés ponc-
tuelles ; dix ans plus tard, il est difficile d’aborder la génétique d’une espéce
animale ou végétale, aussi bien a des fins de description de sa biodiversité que
d’amélioration génétique, sans s’appuyer sur les marqueurs moléculaires.
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L’ouvrage dont Dominique de Vienne a conduit 1’élaboration présente de
maniére extrémement claire ces différentes approches et leurs champs d’appli-
cation. Le pari était difficile : ces techniques sont en évolution rapide, présen-
tent souvent des similitudes et la définition de leur « domaine de pertinence »
nécessite une connaissance fine des problémes a aborder. Il nous semble
pleinement réussi: au-deld de son caractére technique, je suis slir que cet
ouvrage fera partager au lecteur 1’enthousiasme actuel, teinté de vertige, des
généticiens, qui voient peu a peu se révéler les traits d’un objet qu’ils manipu-
lent depuis longtemps sans vraiment le connaitre : le génome des espéces végé-
tales et animales.

Bernard Chevassus-au-Louis
Jouy-en-Josas, le 10 juin 1997
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Avant-propos

Bien qu’elle ne coincide pas avec I’émergence d’une discipline nouvelle, 1'uti-
lisation intensive des marqueurs moléculaires, depuis une dizaine d’années, a
d’ores et déja bouleversé de nombreux secteurs de la biologie. A titre
d’exemple, on peut citer le clonage positionnel, qui permet d’isoler un gene
dont le produit n’est pas connu & partir de sa seule position dans le génome.
Mais cet aspect, que la génétique médicale a largement médiatisé, ne doit pas
masquer d’autres applications tout aussi fondamentales. Dans le domaine de
I’évolution, la cartographie comparative permet ainsi de répertorier les rema-
niements génomiques qui sont intervenus au cours de la diversification d’un
genre ou d’une famille ; en génétique formelle, les facteurs qui influencent le
taux de recombinaison peuvent étre analysés systématiquement ; en génétique -
des populations, la diversité et les flux de génes peuvent étre mesurés, etc. Mais
la discipline la plus renouvelée par les marqueurs moléculaires est sans doute
la génétique quantitative. Qualifiée naguére de « science d’ingénieur », car
davantage utilisée par les sélectionneurs que par les chercheurs, elle connait
aujourd’hui des succes qui vont de P'analyse du déterminisme génétique de la
variation morphologique 2 la sélection assistée par marqueurs, en passant par le
développement de stratégies de caractérisation des génes en cause (les fameux
QTL). Un bain de jouvence pour une vieille dame...

Dans la mesure ol ’ensemble des méthodes que recouvre I’expression « mar-
queurs moléculaires » pénetre des secteurs trés variés de la génétique et des
biotechnologies végétales, il n’a pu évidemment étre question de présenter les
bases des différents domaines concernés. Dans chaque cas nous avons voulu
montrer ce que les marqueurs apportaient de spécifique, les questions nouvelles
qu’ils permettaient d’aborder, et le cas échéant les problémes qu’ils soulevaient.
Le lecteur devra donc se reporter, si nécessaire, a8 des ouvrages de base en
génétique (formelle, quantitative ou des populations). De bonnes notions de
biologie moléculaire et de statistique seront également les bienvenues. Une
exception a toutefois été faite pour la construction des cartes génétiques, dont
nous avons détaillé la théorie, et ce pour deux raisons. D’une part les cartes sont
a la base de la plupart des applications des marqueurs, si bien que des
connaissances insuffisantes sur leur nature et leur construction auraient
hypothéqué la compréhension de la suite de ’ouvrage. D’autre part, méme si
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les principes en sont bien connus depuis presque 70 ans, leur enseignement
a I’Université s’était étiolé au fil des décennies faute d’applications nouvelles.
Enfin 'usage de l'informatique offre des perspectives qui méritaient d’€tre
soulignées.

L’ouvrage a donc été organisé de la maniére suivante. Le premier chapitre
détaille les différentes techniques de marquage moléculaire, en mettant 1’accent
sur les aspects génétiques, car ceux-ci déterminent le type d’utilisation que 1’on
peut en faire. La construction de cartes de liaisons génétiques fait 1’objet du
second chapitre, ol les avantages et inconvénients des descendances les plus
courantes sont précisés. Le cas particulier du marquage de geénes majeurs,
notamment en vue du clonage positionnel, est abordé dans le troisiéme chapitre.
La détection et les applications des QTL (locus contrdlant les caractéres quan-
titatifs) sont traitées dans le quatrieme chapitre, qui aborde également la ques-
tion complexe de leur identification. Le cinquiéme chapitre souligne I’apport
majeur des marqueurs moléculaires pour 1’analyse de la structure et de I'évolu-
tion des populations naturelles. Enfin 1’intérét des marqueurs en sélection, tant
pour les études de diversité que dans le contexte de la sélection assistée par mar-
queurs, est traité dans le dernier chapitre. Tout au long de 1’ouvrage, nous nous
sommes efforcés non seulement d’exposer en détail le principe des nombreuses
possibilités offertes par les marqueurs, mais aussi de les illustrer systématique-
ment par des résultats bibliographiques pertinents. Sur le plan de la forme, nous
avons cherché a donner une certaine unité a I’ensemble, tout en respectant Ies-
prit des différents chapitres, di & la personnalité des auteurs comme a la spéci-
ficité des différents domaines abordés.

Nous espérons qu’ainsi cet ouvrage répondra aux besoins des étudiants comme
des enseignants, et qu’il sera un outil précieux pour tous les chercheurs ayant
recours aux marqueurs, quelle que soit leur problématique.

Dominique de Vienne,
Gif-sur-Yvette, le 3 février 1997
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Introduction

T
Définitions
Dans cet ouvrage, le terme marqueur sera pris dans le sens de marqueur géné-

tique, c’est-a-dire qu’il sera toujours synonyme de locus marqueur. Un locus
marqueur est un locus polymorphe qui renseigne :

- sur le génotype de I’individu qui le porte ; c’est & ce tifre que les marqueurs
sont utilis€s en génétique des populations ;
.- sur le génotype d’un (de) locus voisin(s) ; les applications vont ici du
clonage positionnel a la sélection assistée par marqueurs.

Les plus courants de ces marqueurs génétiques sont, selon une terminologie
consacrée, les marqueurs morphologiques, les marqueurs moléculaires (au
niveau de I’ADN) et les marqueurs biochimiques (isozymes, protéines). Ce der-
nier terme est malheureusement ambigu, puisqu’il désigne dans d’autres
contextes des molécules dont la présence indique un stade de différenciation ou
un état physiologique. Nous ne ’emploierons ici que dans 1’acception géné-
tique. Nous supposerons connus les grands principes de 1’analyse des isozymes,
et traiterons ¢ssentiellement des marqueurs moléculaires. Les marqueurs issus
de I’électrophorése bidimensionnelle des protéines (EBD) seront toutefois
évoqués.

Qu'est-ce qu'un « bon » marqueur génétique ?

Un marqueur génétique « idéal » est : »

- polymorphe : la « matiére premiére » du généticien est la variabilité ;

- multiallélique ; '

- codominant : I’hétérozygote présente simultanément les caractéres des deux
parents homozygotes ; il peut donc &tre distingué de chacun des homozygotes
parentaux ; .

- non épistatique : son génotype peut &tre « lu» a partir de son phénotype
quel que soit le génotype aux autres locus. La codominance et la non-€pistasie
peuvent étre respectivement définies comme 1’absence d’interactions intra et
interlocus ;
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- «neutre » : les substitutions alléliques au locus marqueur n’ont pas d’autres
effets phénotypiques (et donc éventuellement sélectifs) que ceux qui permettent
de déterminer son génotype. Dans leur trés grande majorité, les polymorphismes
moléculaires sont neutres ; '

- insensible au milieu : le génotype peut étre inféré a partir du phénotype
quel que soit le milieu.

Les marqueurs morphologiques répondent mal a ces criteres. Peu polymorphes,
en général dominants, ils interférent souvent avec d’autres caracteres, et peu-
vent étre influencés par le milien. En outre, méme s’ils sont trés nombreux chez
certaines espéces (plusieurs centaines chez le riz ou le mais), peu d’entre eux
peuvent étre conjointement polymorphes dans une descendance donnée.

En revanche les marqueurs biochimiques ou moléculaires ont, pour la plupart,
toutes ces qualités. Les limitations majeures des isozymes sont le faible nombre
de locus susceptibles d’étre révélés (rarement plus de 30 & 40 locus chez le riz
et le mais, et tous ne sont pas polymorphes dans un fonds génétique donné), et
le fait qu’il y ait une certaine spécificité d’organe : tous les enzymes ne sont pas
présents ou actifs dans tous les organes. Les protéines polymorphes révélées en
EBD peuvent étre plus nombreuses, mais dépendent également de I’organe
considéré. Au contraire, les marqueurs au niveau de I’ADN sont en nombre qua-
siment illimité et sont indépendants du stade ou de 1’organe analysé, puisque
I’ADN est le méme dans tous les tissus. De plus ils ont I’avantage d’étre plus
directement utilisables pour les applications uitérieures en biologie moléculaire.




Les principales sources
de marqueurs moléculaires

D. de Vienne et S. Santoni

Critéres de classification

De nombreuses techniques de marquage moléculaire sont aujourd’hui dispo-
nibles, et de nouvelles sont trés régulierement publiées (voir glossaire p. 44). Le
profane s’y perd d’autant plus que les sigles sont nombreux, parfois redondants,
et la plupart du temps indéchiffrables (méme traduits en francais). L’ambition de
ce chapitre est non seulement de décrire le principe de ces techniques, mais aussi
d’y mettre un peu d’ordre. Plusieurs critéres de classification sont possibles, mais
nous avons choisi de privilégier les critéres génétique et moléculaire, plutdét que
technique ou historique. -

Sur le plan génétique, on peut considérer d’une part les techniques fournissant
des marqueurs codominants et révélés individuellement (les « bons » marqueurs
génétiques, selon les critéres définis p. 13), d’autre part celles qui fournissent en
«masse » des marqueurs dominants (tabl. 1). Cette séparation est certes simplifi-
catrice (on peut trouver des marqueurs spécifiques de locus et dominants, etc.)
mais elle correspond tout de méme a deux types majeurs d’utilisation des
marqueurs. :

Sur le plan moléculaire, on peut classer le polymorphisme en trois catégories :
le polymorphisme de séquence, d’insertion-délétion, et de nombre d’unités de
répétitions dans les régions répétées. Il n’existe pas de techniques développées
spécifiquement pour le polymorphisme d’insertion-délétion, qui est de toute
facon révélé par les techniques de mise en évidence du polymorphisme de
séquence. Nous considérerons donc d’une part les variations de séquence, en
mentionnant le cas échéant les variations d’insertion-délétion, d’autre part les
variations de nombre d’unités de répétitions. En croisant les critéres génétique et
moléculaire, on ‘définit les quatre familles de marqueurs présentées dans le
tableau 1.
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Tableau 1. Classification des techniques de marquage moléculaire (pour la signification
des sigles, voir le glossaire p. 44).

Critére moléculaire
Séquence Nombre de répétitions
(et insertion-délétion ?) dans les ADN répétés
Critere "I Différence : Taille de I'unité .
génétique recherchée Technique de répétition Technique
Codominants Site d'enzyme - RFLP 1 4 4 nucléotides PCR ciblée puis
et révélés de restriction (ER) - PCR ciblée | (microsatellites)  électrophorése
individuellement puis CAPS en acrylamide
ou agarose
Conformation PCR ciblée
- puis SSCP
Stabilité PCR ciblée
puis D/ITGGE

Dominants Site d’hybridation MAAP: 1 & 4 nucléotidess ISSR
et révélés d’une amorce - RAPD (microsatellites)  (amorce
« €0 Masse » arbitraire - AP-PCR microsatellite +
(« empreintes - DAF quelques bases
génétiques ») arbitraires)

Sites ER et amorce - AFLP 5a>100 Southern avec

arbitraire - tec MAAP nucléotides sonde minisatellite

(minisatellites)

a. En dehors du cas particulier des ADN répétés (colonne de droite), il n'y a pas de technique spé-
cifigue pour révéler le polymorphisme.d'insertion-délétion : celui-ci est mis en évidence par les tech-
niques de révélation des différences de séquences. Lorsqu'un polymorphisme est observé, on ne peut
donc pas savoir quelle est son origine sans expériences complémentaires. Sur le plan génétique, cette
ambiguité n'a aucune importance, l'essentiel étant d'avoir acces a des locus polymorphes, quelle que
soit l'origine de ce polymorphisme..

Marqueurs codominants révélés individuellement

Polymorphisme de séquence

Le polymorphisme de séquence peut naturellement &tre mis en évidence par
séquengage de fragments homologues. Mais en dépit des progres de ’automati-
sation, cette technique reste lourde, notamment lorsque les taux d’erreurs accep-
tables sont trés faibles. Le séquencage d’alléles ne constitue donc pas aujourd’hui
une méthode de routine lorsque I’on s’intéresse conjointement & un grand
nombre de locus. On a donc recours a des méthodes indirectes, non exhaustives
mais beaucoup plus rapides, fondées sur la détection de différences :

- de sites de restriction ;

- de conformation ;

- de stabilité ; :

- de sites d’hybridation d’amorces oligonucléotidiques.

Les méthodes développées pour la détection des trois premiers types de dif-
férences fournissent des marqueurs codominants qui sont révélés individuel-
lement.
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Différences an niveau de sites d’enzymes de restriction :
Ia technique de RFLP *

Les enzymes de restriction

Les enzymes de restriction (ou endonucléases de restriction) sont des enzymes
qui coupent (on dit aussi qui « digérent ») PADN en des sites spécifiques, appe-
1és sites de restriction, comprenant le plus souvent un nombre pair de bases (4, 6,
ou 8, parfois plus), arrangées en général en palindrome (tabl. 2). Ainsi, en sup-
posant que les bases A, T, G, et C de ’ADN sont équiprobables, un enzyme ayant
un site de reconnaissance de 6 bases va couper ’ADN toutes les 4096 bases en
moyenne (4%). Un génome de 10° bases va donc produire environ 250 000 frag-
ments de longueurs variables. La spécificité est telle que le remplacement d’une
seule base dans un site suffit & empécher la coupure de ’ADN par ’enzyme uti-
lisé. C’est cette spécificité qui est exploitée pour la mise en évidence du poly-
morphisme : une présence-absence de site de restriction entraine un polymior-
phisme de longueur de fragments (fig. 1). Ce phénomeéne n’étant pas rare (le
polymorphisme est une propriété fondamentale du vivant), la digestion de PADN

Tableau 2. Enzymes de restriction couramment utilisées pour la technique de RFLP.

Enzyme Site de restriction
Apal 5. GGG CC[C...3
3. C[CCGGG..5
Clal 5.. AT|CG AT .3
3.. TAGCITA .5
Banm HI 5... GIGATCC .. 3
3.. CCIAGIG .5
Dral® 5... TTT |JAAA .. 3
3... AAAITTT .5
Eco RI1 , 5'.. GJAATTC ... 3
3'.. CTTAAIG .5
Eco RV 5... GAT|ATC .3
3.. CTAITAG .. 5
Hind 11X 5.. AIJAGCTT ..3
3.. TTCGAIA .5
Pst1@ 5. CIGCA|G .3
3. GIACGTC .5
Pru 1M 5... CAG|CIG .3
, 3.. GTC|GAC..5
Smal1® 5'... CCC |GGG ... 3
3. GGGICCC...5
Xba 1 5. TICTAG A .3
3... AGATCIT .5
Xho'1 5.. GJAGCIC ..3

3.. CTCGAIG .5

(1) Contrairement aux autres enzymes, qui générent par coupure des «bouts cohésifs », Dral,
Eco RV, Pvu 1l et Smal génerent des « bouts francs ».

(2) Lorsque les cytosines en 5° sont méthylées, Pst I ne coupe pas ce site de restriction. Cette pro-
priété est mise & profit pour la construction de banques génomiques enrichies en séquences peu ou
pas répétées.

* Voir glossaire p. 44.
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Figure 1. Principe de la révélation du polymorphisme de longueur des fragments de res-
triction (RFLP). I et II représentent deux individus. La molécule ’ADN est schématisée
par un filament. Le rectangle gris sur ’ADN représente une région particulire reconnue
par une sonde. Aprés digestion, le fragment portant cette région est plus long chez I'indi-
vidu I que chez I'individu II. Cette différence de longueur sera révélée par hybridation de
la sonde marquée sur ’ADN aprés migration (voir texte pour plus de détails). Cette sonde
a donc révélé un locus biallélique (Botstein e al., 1980).



