
E n bi ologie végé tale, le term e 
marqueur s'applique à plusieurs 
concepts, parfo is très di fférents. 
Il est, par exemple, possible de 

définir des marqueurs physiologiques et 
des marqueurs génétiques. Les premiers 
correspondent à cout type de molécules, 
facilement repérables, donc la présence 
renseigne sur w1 stade de développement 
ou un état phys io logique, situations 
complexes fa isane intervenir de nom­
breux paramètres en interactio n. Les 
marqueurs génétiques sont, quant à eux, 
toujours synonymes de locus marqueurs. 
U n locus marqueur est un locus poly­
morphe qui renseigne sur le génotype de 
l' individu qui le porte ec/ou sur les géno­
types des locus vo isins. Les marqueurs 
génétiques sont par définiti on des carac­
tères héritables. 
D 'après Bretting et W idrlechner [l], les 
marqueurs moléculaires doivent réunir 
les caractéristiques idéales suivan tes : être 
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des ca ractères mendéliens à hérédi té 
simple; avo ir plusieurs all èles; être 
codominants; ne pas avoir d 'effet pléio­
tropique ou épistatique ; être dispersés le 
long du génome; ne pas être liés encre 
eux ; être insensibles au mili eu ; être 
stables à cous les stades du développe­
ment ; ne pas avoir d'effet sur la crois­
sance ou la reproduction sexuée ; être 
sélectivement neutres ; être facilement 
observables et sans ambigtiité. 
Les marqueurs des génomes chloroplas­
tiques et mitochondriaux ont des pro­
priétés idéales sensiblement diffé rentes 
du fait de la transmiss ion et de l'organi­
sa tio n d es génomes cy toplasmiques. 
Aucun de ces marqueurs n'a une hérédi­
té mendélienne et tous les marqueurs 
d'un même génome chloroplas tique ou 
mi tochondrial sont liés, puisque portés 
par la même molécule d'ADN. La codo­
minance, pas plus que la dominance, ne 
s'applique à ces génomes donc toutes les 
copies sont identiques. 
Les marq ueurs largement uti lisés à ce 
jour concernent directement l'informa­
tion portée par les acides nucléiques ou 
les ptoduics de la traduction des gènes. 
On di stingue les marqueu rs biochi­
miques, issus de l'expression des gènes, y 
compris les p rodui ts du m étabolisme 
seco ndaire, et les marqueurs molécu­
laires, di rectement issus du polymorphis­
me existant au niveau de !'ADN. Dans 
cet article, nous n'évoquerons que les 
ma rqueurs mo lécul a ires con ce rn ant 
!'ADN en insistant sur ceux qui sont le 
plus couramment utilisés dans le domai­
ne végétal. Nous avons choisi de séparer 
les marqueurs moléculaires et les cech-
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niques qui permettent de les révéler en 
deux grands groupes, selon des critères 
génétiques plutot que technologiques ou 
historiques. On peut considérer, d'une 
part, les techniques qui fournissent des 
marqueurs codominan ts et révélés indivi­
duellement et, d 'autre part, celles qui 
révèlent « en m asse » des marqueurs 
dominants. Cette séparation es t certes 
simpl ifi catrice mais elle correspond à 
deux types majeurs d 'utilisation des mar­
queurs. 

Marqueurs 
codominants révélés 
individuellement 

Marqueurs révélés 
par la technique RFLP 

Les enzym es de res triction coup ent 
!'ADN en des sites spécifiques compre­
nant, en général, un nomb re pair de 
bases (4, 6 ou 8) . Une enzyme ayant un 
sire de reconnaissance à 6 bases coupe 
l'ADN coures les 4 096 bases en moyen­
ne (46). Un génome de 109 bases peut 
donc produire environ 25 0 000 frag­
m en ts d e res tri c ti o n d e lo ngueu r 
variable. La spécificité est celle que le 
remplacement d'une seule base dans un 
site suffie à empêcher la coupure de 
!'ADN par l'enzyme utilisée. C'est cette 
spécificité qui est exploitée pour la mise 



en évidence du polymorphisme : un e 
présence/absence de sice de resrri ccion 
encraîne un polymorphisme de longueur 
des fragm encs. Ce phénom ène n 'écanc 
pas rare, la digescion de !'ADN géno­
mique de d eux individus quelconques 
dans une espèce donnée produic de crès 
nombreuses différences de longueur de 
fragmencs. Mais, s' il esc aisé d 'obcenir 
des fragments polymo rphes, leur visuali­
sation esc délicate lorsqu' il s'agir d'analy­
ser des génomes complexes. En effec, 
l'eleccrophorèse sur gel des très nom­
breux produics de digescion de l'ADN 
génomique, suivie d'une révélacion avec 
un réaccif co loré (d e type bromure 
d 'échydium, par exemple), génère un e 
image de traînée concin ue (smear). Dans 
ce cas, la technique RFLP (Restriction 
Fragment Length Pofymorphism, voir glos­
saire) correspond à l'idencificacion de 
fragmems particuliers, homologues entre 
plusieurs individus, ec éven cuell emenc 
alléliques grâce à l'ucilisacion de sondes 
moléculaires selon la technique de Sou­
thern [2]. 
La mise en œ uvre de la technique RFLP 
implique de réaliser les manipulations sui­
vantes : !'ADN génomique cotai extraie ec 
purifié en quanticé assez importante à 
partir de chaque génotype est soumis à 
une digestion par une enzyme de restric­
tion. Les fragments générés som séparés 
selon leur raille par une électrophorèse en 
gel. L'ADN esc ensuite transféré du gel 
sur une membrane de nylon ; la posicion 
relative des fragments d'ADN esc conser­
vée durant le transfert. La dernière écape 
consisce en la réalisacion de l'hybridation 
moléculaire avec une sonde d'ADN mar­
quée préalablemenc soie par la radioaccivi-
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Figure 1. Exemple de résultat d'une analyse 
RFLP dans une population de lignées recom­
binantes de maïs. Les pistes 1 à 16 corres­
pondent à différents individus de la descen­
dance. M : marqueur de poids moléculaire. 
Tous les individus sont homozygotes au 
locus révélé par cette sonde sauf l'individu 3. 

Figure 1. RFLP analysis of maize recombinant 
inbred lines. Lines 1 to 16 correspond to diffe­
rent genotypes of the seg regating population. 
M: molecular weight marker. Ali genotypes 
except number 3 are homozygous at the locus 
revealed by the probe. 

ré, soir chimiquement. La sonde va alors 
s' hybrider avec le ou les fragments de 
]'ADN avec lesquels ell e présente des 
homologies (figure 1). La membrane est 
un support solide qui peut êcre soumis à 
plusieurs cycles d 'hybridacion/déshybrida­
cion. Elle peur donc êcre urili ée avec plu­
sieurs sondes successivement (j usqu'à une 
dizaine). 
Les sondes moléculaires sont des Frag­
ments d 'ADN isolés ec individualisés par 
clonage ou par amplificacion PCR. Deux 
sources de sondes sont couramment uti­
lisées: les sondes génom iques (ADNg) et 
les sondes d 'ADN comp lémentaire 
(ADNc). Les premières peuvent corres­
pondre à cous les types d'ADN, codant 
ou non, copie unique ou séquence répé­
tée dans le génome, d'origine nucl éaire 
ou cytoplasmique. Les secondes sont les 
copies ADN d'ARN messagers et carres- . 
pondent donc uniquement à des 
séquences rranscrices du génome. Pour 
être utilisée, un e sonde doit permettre 
d'obtenir un profil RFLP lisible 
(figure 2) et éventuellement de révéler du 
polymorphisme [3]. 
Le polymorphisme révélé résulte d 'évé­
nements de mucacion au niveau des 
sires de restriction de l'enzyme utilisée 
ou d ' insercion/délécion dans la séquen­
ce ciblée par la sonde ou à proximité 
de celle-ci. Les deux siruacions ne sont 
pas mutuellement exclus ives. Une 
sonde révèle rouces les séquences qui 
lui sont homologues : elle permet donc, 
chez les plantes hétérozygotes, de visua-

Figure 2. Expérience 
de criblage de poly­
morphisme RFLP. Les 
ADN de trois lignées 
de maïs ont été digé­
rés par les enzymes 
Hind Ill (pistes 1 à 3) 
et Eco RI (pistes 4 à 6) 
(M : marqueur de 
poids mol éc ulaire) . 
Les profils obtenus 
avec trois sondes 
montrent des situa­
tions différentes. A : 
le profil est simple, la 
sonde révèle une 
séquence unique 
dans le genome . 
B : le profil est multi­
ba ndes, la sonde 
révèle plusieurs 
locus . C : la sonde 

A 

123456M 

li ser les deux a ll èles simulcanémenr, 
pour peu que ceux-ci soient distin­
guables . On dit alors que la technique 
RFLP, lorsque som utilisées des sondes 
qui correspondem à des ADN d ' origi­
ne nucléaire, produit des marqueurs 
codominancs. 
Une sonde est dite hom o logue 
Iorsqu 'ell e correspond à un fragme nt 
d 'ADN iso lé chez l'espèce analysée, et 
hétérologue lorsqu'elle proviem du géno­
me d ' une espèce différente, plus ou 
moins proche phylogénétiquement. Le 
pourcentage de sondes hécérologues utili­
sab les décroît à mesure qu'augmence 
l'éloignement générique. À cet égard, les 
sondes de régions codantes, ADNc ou 
gènes, som, a priori plus intéressantes car 
leu r séquence évolue moins vire. E ll es 
conservent donc mieux leur capacité 
d'hybridation que des sondes d'ADNg. 
Les sondes hétérologues permecrent de 
marquer le géno me d ' une espèce sans 
avoir à refaire l'effort important d'isole­
mem et de criblage initial. E lles offrent, 
de plus, la possibilité de comparer les 
carres entre espèces proches. 
La mise en œuvre de la technique RFLP 
demande des compétences en biologie 
moléculaire ainsi qu'une organisation ec 
des matériels de labo racoire adaptés. Il 
est très difficile d 'auromariser les diffé­
rentes étapes de cecre technique. Les 
laboraco ires spécialisés one optimisé et 
standardisé les prococoles et s'appuient 
sur des personnels très compétents. La 
quanticé d 'ADN requise par génotype à 

B c 
123456M 123456M 

produit un bruit de fond important car elle correspond à une séquence répétée de nom­
breuses fois dans le génome. 

Figure 2. Screening of RFLP polymorphism. DNAs of three maize lines were digested by Hind Ill 
(lines 1 to 3) and Eco RI (lines 4 to 6) (M : molecular weight marker). Patterns revealed with three 
probes show different situations. A : simple pattern : the probe corresponds to a single copy sequen­
ce. B : complex pattern : the probe reveals several loci. C : high background : the probe corresponds 
to a repeated sequence. 
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analy er est assez importante (quelques 
microgrammes). Les délais pour révéler 
le résultat d 'une analyse RFLP sur auto­
radiographie sont au minimum de 
quelques jours et peuvent aller jusqu'à 
quelques semaines. La reproductibilité 
des résu ltats dépend du soin apporté à la 
préparation des ADN, afin d 'exclure 
tout risque de digestion partielle par les 
enzymes de restriction. 
Une multitude de travaux, en améliora­
tion des plantes ou analyse de la diversité 
génétique, utilise les marqueurs RFLP. 
En fonction des sondes utilisées, les mar­
queurs peuvent provenir de tout le géno­
me, nucléaire ou cytoplasmique, codant 
ou non. Ils sont donc en nombre quasi 
illimité, locus-spécifiques et codomi­
nants. La grande diversité des enzymes 
de restriction disponib les permet de 
trouver très souvent du polymorphisme, 
cela dépend de l'effort de crible réalisé. 
Des plantes aussi peu polymorphes que 
le blé rendre ou la pomme de rerre dis­
posent désormais d'une carre génétique 
réalisée, dans des croisement intraspéci­
fiques , grâce à des marqueurs RFLP [ 4]. 
Les sondes hétérologues sont largement 
ucilisables. Chez les graminées, certaines 
d'entre elles, dires « sondes ancres», ont 
été choisies pour leur capacité à fournir 
un signal RFLP chez toutes les plantes de 
cerce famille et pour lew- bonne réparti­
tion chez les représentants les plus connus 
(mais, orge, blé). Leur utilisation permet 
des comparaisons sur les positions et 
l'ordre des locus et constitue la base des 
études de cartographie comparée [5]. 
Les signaux d 'hybridation sont, dans cer­
taines conditions , quantifiables. Ainsi 
l'analyse de populations de maïs utilisées 
en Europe a-t-el le été réalisée sur des 
plantes dont l'ADN avait été mélangé. 
Chaque piste RFLP contenait l'ADN de 
10 plantes, porenciell ement toutes hété­
rozygotes. Pour chaque piste, la mesure 
de l' intensité des bandes correspondant 
aux différents allèles révélés par une 
sonde permet de reconstituer les fré­
quences alléliques à chaque marqueur 
pour chaque population [6]. Ce protoco­
le, tout en économisant le volume de 
analyses, permet de disposer de données 
de diversité très informatives. 
Les importancs programmes de séquença­
ge systématique d 'AD c (programme 
EST pour Expressed Sequence Tag, voir 
glossaire) produisent des informations très 
utiles aux biologistes moléculaires et aux 
physiologistes. Cependant, peu d' efforrs 
sont réalisés afin de disposer du locus 
d 'origine des gènes séquencés. Dans le cas 

des plantes modèles, riz ou Arabidopsis, et 
en arrendant les résultats du séquençage 
génomique complet, de nombreux gènes 
séquencés sont localisés, par des tech­
niques de PCR et sans recherche de poly­
morphisme, sur les grands fragments, 
YAC (Yeast Artificial Chromosome) ou 
BAC (Bacterial Artificial Chromosome), 
qui constituent la tran1e de la carre phy­
sique [7]. Chez toutes les autres plantes, 
même celles qui bénéficient de gros pro­
grammes de génomique, une localisation 
génétique est nécessa ire. La technique 
RFLP permet de localiser plusieurs cen­
taines de loci d 'ADNc. Des alternatives 
techniques, puces à ADN ou SNP (Single 
Nucleotide Polymorphism, voir glossaire) ne 
pourront être utilisées que lorsque les 
connaissances ec les outils issus des pro­
grammes de génomique seront réellement 
disponibles. 
Les marqueurs RFLP présentent toutes 
les qualités d ' un très bon marqueur 
générique. Ils peuvent être mono-locus 
ou multi-locus, codominancs, bi ou mul­
tialléliques. Ils permettent de marquer 
toutes les régions du génome, nucléaire 
ou cytoplasmique, les régions codantes 
ou non codantes. Ils présentent un bon 
potentiel de transfert entre espèces, 
même assez éloignées, grâce à certaines 
sondes de séquences très conservées . 
Toutes ces qualités génétiques doivent 
être tempérées par les difficultés tech­
niques de mise en œuvre et par l'impos­
sibilité d 'automatiser le procédé. 

Marqueurs obtenus 
grâce à une amplification 
PCR ciblée 

Le procédé PCR (Polymerase Chain Reac­
tion) [8] permet l'amplification d'un 
fragment donné d'ADN, dans toute une 
série d 'individus même si celui-ci est en 
simple copie au milieu d 'un génome de 
grande taille. Ceci impose de connaître 
la séquence du fragment « ciblé » ou au 
moins celle de ses ex trémités, afin de 
définir des amorces oligonucléotidiques 
spécifiques. La technique PCR est 
simple, rapide et très économe en ADN. 
Quelques nanogrammes suffisent pour 
obtenir une bonne amplification. Pour 
que ces produits deviennent des mar­
queurs moléculaires, il faut explorer le 
polymorphisme à l'intérieur du frag­
ment. Selon l'obj ect if poursuivi , les 
con naissances préalables et les moyens 
disponibles, plusieurs techniques one 
disponibles : 
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- le séquençage, qui révélera de manière 
exhaustive tous les polymorphismes, sub­
titucions de bases ou insertions/délétions 

mais il est, aujourd ' hui, peu utilisable 
comme technique de routine ; 
- les techniques de digestion du produit 
d'amplification ; 
- les techniques d 'analyse globales de la 
conformation du fragment. 

Ces deux derniers procédés sont généra­
lement utilisés lors du développement de 
marqueurs de type STS (Sequence Tag­
ged Site, voir glossaire). On peur, par 
exemple, conserver les caractéristiques 
génétiques de marqueurs RFLP déjà car­
tographi és en les convertissant en mar­
queurs « PCR ciblée » ; 
- les techniques d 'elecuophorèse à haute 
résolution lorsque les fragments d'amplifi­
cation sont constitués pour partie de 
répétitions en nombre variable d ' une 
séquence de base répétée en tandem. Ces 
produits correspondent aux marqueurs 
V TR (Variable Number of Tandem 
Repeats, voir glossaire) dont les marqueurs 
microsarell ires sont les représentants les 
plus couramment utilisés. 

Techniques de digestion 
du produit d'amplification : 
STS en CAPS ou PCR/RFLP 
La technique CAPS (Cleaved Amplified 
Polymorphie Sequence, voir glossaire) ou 
PCR/RFLP consiste à digérer le fragment 
amplifié avec une ou plusieurs enzymes de 
restriction à sire de reconnaissance tétranu­
cléotidique et à révéler le polymorphisme 
des sires de restriction par électrophorèse 
classique en gel d'agarose ou d'acrylamide 
non dénaturant. Le choix des enzymes à 
4 bases, qui coupent l'ADN en moyenne 
toutes les 256 bases (44), est imposé par la 
longueur moyenne des produits de la 
PCR, entre 0,5 et 3 kb, et permet d'avoir 
une probabilité élevée de coupure. 
Comme la RFLP classique, cette technique 
fournit des marqueurs codominants et spé­
cifiques de locus . Le polymorphisme, 
contenu uniquement à l' intérieur du frag­
ment d'amplification, est parfois difficile à 
mettre en évidence. Chez les graminées, 
par exemple, cette technique a été utilisée 
pour convertir certaines sondes RFLP en 
marqueurs STS [9]. La technique de 
PCR/RFLP est cependant surcout utile 
lorsque peu de marqueurs doivent être 
manipul és sur un grand nombre de 
plantes, comme dans le cas de marqueurs 
liés à de gènes de résistance aux parasites. 
Elle aurorise un crible rapide sur des 
populations importances. 



Techniques d'analyse globales 
de la conformation du fragment : 
STS en PCR-SSCP 
La technique de SSCP (Single Strand 
Conformation Po/,ymorphism, voir glossai­
re) s'appliq ue à l'analyse de produits 
d 'amplification PCR. Lorsqu'un rel frag­
ment d'ADN double brin est dénaturé 
par chauffage à 95 °C, puis rapidement 
refroidi, les molécules simple brin n 'ont 
pas le temps de se réassocier entre elles 
mais forment une structure secondaire 
stable par des réassociations intramolécu­
laires au niveau de zones de séquences 
comp lémentaires. Les différences de 
séquences peuvent entraîner des diffé­
rences de conformacion qui sont décelées 
par une migration en conditions non 
dénaturantes dans w1 gel d 'acrylamide. 
Cent pour cent des diffé rences d e 
séquences sont théo riquement décelables 
dans des fragments d'ADN de raille infé­
rieure à 200 pb. Ce pourcentage diminue 
lorsque la longueur du fragment aug­
mente, mais la technique reste assez per­
formante pour des fragments de 800 à 
1 000 pb. Chez un individu homozygo­
te, deux bandes sont en général obser­
vables, car d eux molécules d 'ADN 
simple brin comp lémentaires one des 
conforma rions secondaires différences. 
Chez les végétaux, la technique SSCP a 
été utilisée dans le programme de carto­
graphie de référence du génome du riz 
[10] ou l'analyse des flux de gènes entre 
des populations de chênes [11]. Le pro­
cédé SSCP est potentiell ement très 
intéressa nt car il ne nécess ite pas de 
digestion , comme les CAPS, et peut 
concerner n' importe quelle séquence. Il 
est ucile pour le crible rapide des variants 
des produits d 'amplification lorsque la 
connaissance précise des substitutions en 
cause n'est pas nécessaire. Cette tech­
nique est cependant encore assez peu uti­
lisée en raison surtout de certaines diffi­
cultés dans la maîtrise des conditions 
d'électrophorèse. 
II existe d 'autres techniques similaires 
d 'analyse de la conformation des frag­
ments d'amplification. Celles-ci urilisenr 
des con di rions d'électrophorèse dénatu­
rantes. Il s'agir d es techniqu es de 
D/TGGE (Denaturing/Temperature Gra­
dient Gel Electrophoresis, voir glossaire). 

Marqueurs microsatellites 
Les séquences microsarellires ou SSR 
(Simple Sequence Repeats, voir glossaire) 
sont constituées de répétitions en tandem 
de motifs mono, di, tri ou rétranucléoti­
diq ues. Les plus courantes sont (A) n, 

(AT)n, (GA)n , (GT)n , (TAT)n, 
(GATA) n, etc., la valeur de n pouvanr 
all er d e quelques unités à plusieurs 
dizaines. De reis motifs sont très abon­
dants dans le génome des organismes 
eucaryotes. Chez les végétaux supérieurs, 
les premières esrimacions indiquent qu' il y 
aurait en moyenne un microsatelli te dinu­
cléocidique cous les 30 à 100 kb [12]. Une 
banque génomique de riz a été criblée par 
hybridation en utilisant comme sondes 
des motifs microsatellites. Les motifs poly 
(GA) n et poly (GT) n sont, par exemple, 
respectivement présents environ 1 360 er 
1 23 0 foi s dans le génome [ 13]. Des 
séquences microsatellires ont également 
été identifiées dans le génome chloroplas­
rique de diverses espèces d'Angiospermes 
et de Gymnospermes [14]. 
Outre leur distribution sur l'ensemble du 
génome, l' intérêt en génét ique d es 
microsarellites réside dans leur polymor­
ph isme extrêmement élevé. Chez le soja, 
jusqu'à 26 a ll èles par locus one été 
décrits dans un groupe de 100 génotypes 
[15]. Le po lymorphisme co ncern e le 
nombre des unités de répét ition qui 
consciruenr la séquence microsacellire. 
Celui-ci varie vra.isemblablement surcout 
à cause des erreurs dues au « glissement » 
de la polymérase lors de la répl ication 
des chromosomes. La séquence microsa­
relli re est, de plus, soumise aux méca­
nismes d'évolution rapides des séquences 
répétées en tandem, reis que les crossing­
over asymétriques. Les taux de mutation 
des microsarellires ont été estimés chez 
l'homme er chez certains an imaux. Ils 
s'établissent en général encre 4 .10 -4 er 
5 .10 -6 par allèle er par génération [ 16]. 
Ce eaux é levé, compa ré aux autres 
séqu ences d e ! 'ADN génomique, 
explique que les mi crosacellires soient 
très peu présents dans les séquences 
codantes, car trop instables et forcement 
contre-sélectionnés [ 17]. 
Un motif microsatelli ce donné n'est pas 
spécifique d'un locus ; en revanche, les 
séquences bordantes le sont. Une paire 

d'amorces oligonucléotidiques spécifiques 
de ces régions bordantes permettra, grâce 
à la PCR, d ' amplifie r ce se ul locus 
microsacellice et de disposer ainsi d 'un 
m a rqueur microsare llice o u STMS 
(Sequence-Tagged Microsatelfite Site, vo ir 
glossaire) . Le polymorphisme de longueur 
sera révélé en électrophorèse en ge l 
d'accylamide ou d'agarose à haute résolu­
tion (figure 3). Le développem ent des 
marqueurs microsacell ires, c'est-à-dire la 
définition des amorces bordantes spéci­
fiques, est un travail assez lourd. Selon 
les protocoles classiques, il faut réal iser 
une banque génomique et la cribler afin 
d 'y repérer les clones qui portent des 
morifs microsarellires. Ces clones sont 
séquencés, des amorces so nt défi nies à 
partir de leur séquence et les conditions 
d 'amplification et de révélation du poly­
morphisme sont mises au point. Des pro­
tocoles d 'élaboration de banques enri­
chi es en séq uences mi crosare llires 
permettent d'al léger ce travail de clonage 
et de crible [18]. Les programmes impor­
tants de générique fondés sur les microsa­
relli res (génomes humains, animaux et 
végétaux) monrrenc que, pour un à deux 
microsacelli ces utilisables, cinq auront dû 
être séquencés. Il es t parfois possible de 
repérer des séquences qui portent des 
motifs microsatellites simplement en 
interrogeant les bases de données qui 
compilent les séquences d'ADN publiées. 
Pour chaque plante, 1 à 5 % en moyenne 
des séquences disponibles de gènes ou 
d 'ADNc contiennent des microsacellices. 
Ceux-ci sont presque exclusivement loca­
lisés dans les régions non codantes : 
inttons, séquences amont du codon start 
ou région 3' non tradui te [19]. 
Le transfert des marqueurs microsatellices 
à des espèces proches du même genre a 
été réalisé chez des plantes annuell es 
(revue in [20]) ou des arbres forestiers. À 
l' intér ieur d ' un groupe d 'espèces très 
proches, les zones bordantes des microsa­
celli tes sont assez conservées, ce qui per­
met de transférer les amorces d'amplifi-

Figure 3. Marqueurs microsatellites en ségrégation dans une descendance de peupliers. 

Figure 3. Segregation of microsatell ite markers in a Populus family. 
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cation. Le passage à des espèces d'autres 
genres de la même famille montre un 
succès réduit dans l'obtention d'amplifi­
cation de microsarellires er de leur poly­
morphisme. La conservation de ces 
séquences disparaît rapidement avec 
l'éloignement génétique des taxons. Chez 
les Eucalyptus, le transfert de l'amplifica­
tion et du polymorphisme des quelques 
locus microsarellires restés était de 100 % 
en resta.nt dans la même section, er seu­
lement de 50 % ou de O % en passant à 
des espèces d ' autres sections [21]. 
Cependant, des amorces assez généra­
listes permettent d 'amplifier les locus 
microsarellires chloroplasriques chez 
diverses espèces de la famille des Pina­
cées (14]. 
Les microsatellites sont parmi les mar­
queurs les plus puissants pour révéler du 
polymorphisme. Ils sont de plus en plus 
fréquemment utilisés pour de nombreuses 
études. Ils constituent d'excellents mar­
queurs génériques, spécifiques de locus, 
codominanrs er hautement polymorphes. 
Ils marquent essentiellement les régions 
non codantes; cependant, leur répartition 
est assez uniforme sur le génome. Ils sont 
manipulables par PCR. Les protocoles de 
visualisation peuvent être en partie auro­
marisés. Leur faible porrabiliré enrre 
espèces végéta.les, même proches, nécessite 
des efforrs de développement, parfois 
importants, pour chaque espèce. 

Marqueurs dominants 
révélés « en masse » 

Par rapport aux tedrniques décrites précé­
demment qui, routes, visent à révéler le 
polymorphisme dans ou au voisinage 
d'une séquence particulière (technique 
spécifique de locus), les techniques 
décrites ici, regroupées sous l'appellation 
MAAP (Multiple A rbitrary Amplicon Pro­
filing, voir glossaire), routes fondées sur la 
PCR, ne « ciblent » pas une région parri­
cul iè re du génome fixée à l'avance. 
Presque toujours, elles révèlent simultané­
ment plusieurs locus (jusqu'à plus d'une 
centaine) , ce qui permet souvent, en peu 
d'expériences, de caractériser sans ambi­
guïté un génotype. Elles sont naturelle­
ment utilisées pour réaliser du génotypage 
rapide (ou fingerprintingl empreintes 
génériques) mais servent également pour 
la cartographie génétique et chaque fois 
qu'il faut saturer en marqueurs une région 
particulière du génome. 

Technique RAPD 

Le principe des RAPD (Randomly 
Amplified Polymorphie DNA, voir glossai­
re) consiste à réaliser une réaction PCR 
sur !'ADN de l'individu étudié en utili­
sant une amorce courre, de 10 nucléo­
tides en général, de séquence arbitraire. 
L'amorce va s'hybrider chaque fois que 
se trouvera dans !'ADN une séquence 
qui lui est complémentaire (ou compor­
tant un nombre limité de mésapparie­
ments). Si deux sires d'hybridation sont 
proches l'un de l'autre (à moins de 
3 000 pb) er en direction opposée, c'esr­
à-dire dans une configuration permettant 
la PCR, l'amplification aura lieu. Si un 
de ces deux sires est absent dans un autre 
individu, il n'y aura pas d 'amplification 
et un polymorphisme de présence/absen­
ce sera observé. Les produits d'amplifica­
tion obtenus en RAPD, dont le nombre 
dépasse rarement la dizaine, sont en 
général séparés par électrophorèse en gel 
d'agarose (figure 4). 
Dans la majorité des cas, le polymorphis­
me révélé par la technique RAPD est de 
type présence/absence. Dans ces condi­
tions , les homozygotes pour l'allèle 
« absence de bande » sont repérés sans 
ambiguïté, tandis que la présence de 
bande ne permet pas de trancher entre 
l'hétérozygote er l'homozygote pour l'allè­
le « présence de bande ». Ces marqueurs 
sont donc qualifiés de « dominants ». Lors 

Figure 4. Exemple 
d'une analyse RAPD 
dans une série de 
lignées de maïs. Les 
fragments d'amplifica­
tion sont révélés au 
bromure d'éthidium 
après électrophorèse 
sur gel d'agarose. 

Figure 4. RAPD analysis 
of maize lines. Detection 
of amplified fragments 
by eth idium bromide 
after agarose gel elec­
trophoresis. 
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d'ana.lyses de populations en ségrégation, 
il est cependant possible de repérer des 
bandes d'amplification allèles qui diffèrent 
par leur taille. Les marqueurs ainsi générés 
sont donc codomina.nts. On peux consi­
dérer que 10 à 15 % des marqueurs 
RAPD sont codominants. La cartographie 
des marqueurs RAPD montre parfois que 
certaines bandes sont présentes dans les 
génotypes de la descendance alors qu'elles 
sont absentes des plantes parentales. Ces 
marqueurs sont des produits d'amplifica­
tion issus de la formation de molécules 
d'ADN hétéroduplex lorsque des frag­
ments allèles de tailles différentes sont co­
amplifiés à partir d'un génotype hétérozy­
gote. La formation de ces hétéroduplex au 
cou rs de la révélation de marqueurs 
RAPD codominants est une situation rare. 
Par exemple, 0,2 % seulement des bandes 
RAPD produites chez Brassica napus sont 
dans ce cas (22]. Cependant cette situa­
tion est évoquée par plusieurs auteurs. 
Les marqueurs RAPD, marqueurs ano­
nymes qui ne ciblent pas une séquence 
donnée, doivent être prudemment trans­
férés à une espèce végétale aurre que celle 
où ils ont été établis. Les marqueurs sont 
caractérisés par une raille de fragment, ce 
qui n 'implique en aucun cas l'homologie 
de séquence des fragments amplifiés de 
même taille qui sont observés chez des 
individus différents. Les études de diver­
sité qui reposent sur ces marqueurs 
devraient comporter une étape de vérifi-



cation pour éviter la confusion d 'allèles 
appartenan t à des locus di fférents. Ces 
marqueurs ont parfo is pu être transférés 
à des espèces proches. Rieseberg [23] a 
a na lysé 22 0 frag ments RAPD ch ez 
quelques espèces sauvages d ' Helianthus et 
a constaté, par l'hybridation des frag­
ments d 'ADN amp lifiés de même rai lle, 
d es h o m o lo g ies d e séquen ces entre 
espèces pour 90 % des fragments, ce qui 
laisse présager d 'un transfert élevé de ces 
marqueurs entre espèces proches. M ais 
cet auteur a aussi m ontré, en utilisant la 
cartographie des marqueurs, que l'homo­
logie de séquence ne suffisait pas : la 
dupli ca ti o n d es séquen ces induit d es 
homologies de séquences encre locus dif­
fé rents. Finalement, seulement 79 % des 
marqueurs RAPD pouvaient être transfé­
rés e nc re ces es p èces d 'Helianthus. 
L'obtention de l'amplification d 'un mar­
queur n 'es t pas assurée en changeant 
d 'espèce, mais le polymorphism e du 
marqueu r esr encore m oi ns évident à 
transférer. Il faut res ter très prudent sur 
les possibilités de transfert de ces mar­
queurs. 
Lorsqu'un marqueur RAPD a éré repéré 
au vo isinage d 'un gène intéressant, par 
exemple un gène qu' il est uti le de suivre 
au cours des générations dans un schéma 
de sélection, il es t possible de le convertir 
en un marqueur révélé individuellement 
spécifi que du locus considéré. Pour cela, 
la bande d'amplification RAPD intéres­
sante es t extraire du gel. L'ADN est alors 
cloné et séquencé. D es amorces d ' un e 
vingtaine de bases sont ensui te défi ni es 
afin d 'ampli fier de faço n spécifique le 
locus marqueur. Il devient alo rs un mar­
queur SCAR (Sequence Characterized 
Amplified Region, voir glossaire) . Les 
diverses techniques de révélation du poly­
morphisme à l' intér ieur d es produits 
d 'amplifi cati on STS pourro nt dès lo rs 
être mises en œ uvre. 
La RAPD et les techniques similai res, AP­
PCR (Arbitrarily Primed-PCR) ou DAF 
(DNA Amplification Fingerprinting, voi r 
glossaire) utilisan t des amorces arbitraires, 
jouissent d 'une grande popularité auprès 
des généticiens dans le domaine végétal. 
La raiso n principale es t leur grande sim­
plicité par rapport aux techniques p récé­
demment décrites : il n'y a ni diges ti on 
d e !'A D N, ni hybrida ti o n e t sur to ut 
aucune connaissance préalable n'est requi­
se sur les séquences. Elles sont fondées 
sur la PC R : elles sont rapides, nécessitent 
peu d'ADN et sont automatisables. Elles 
présentent cependant parfo is des pro­
blèmes de reproductibilité. 

Technique ISSR 

U ne explo itation plus simple des mar­
queurs microsarelli res consiste à les révé­
ler en masse, en s' inspiran t du principe 
de la RAPD. Pour cela, on utilise une 
amorce con sriruée p our pa rti e d ' un e 
séquence de microsarell ire et pour partie 
d e bases arbitra ires. D eux typ es 
d 'amo rces sont co ncevables, selon les 
positions relatives de ces deux parties. La 
PC R va amplifier des fragments flanqués 
de motifs microsarell ires (figure 5). D ans 
des conditions d 'amplification adaptées, 
la technique ISSR (Inter SSR-PCR, voir 
glossaire) permet de produire plusieurs 
dizaines de produits qui sont visual isés 
so ie sur des gels d 'agarose, soir sur des 
gels d 'acrylamid e. Le po lym orph isme 
révélé es t essenriellement de type présen­
ce/absence, comme pour les RAPD, mais 
correspond parfo is à des différences de 
longueur de fragment, comme pour les 
microsarell ires. Les marqueurs ISSR se 
sont révélés très polymo rphes. Ils permet­
tent de disringuer des variétés générique­
ment très proches [24] . 

Technique AFLP™ 

La technique AFLP (Amplified Fragment 
Lenght Polymorphism, voir glossaire) est 
fo ndée sur la mise en évidence conjointe 
de polymorphisme de sire de restriction et 
d'hybridarion d 'amorces arbitraires. Elle a 
été mise au point par la société néerlan­
daise Keygene pour une utilisation initiale 
en amélio ration des plantes et elle est cou-

NN[CA]n 
[CA]nNN 

verte par un brevet. L'ADN génomique 
pu rifi é est d ' abord co upé par de u x 
enzymes d e res trict io n (gé néralemen t 
EcoRI et MseI) ayant des sires de recon­
naissance respectivement de 6 et 4 bases. 
D es adaprareurs de séquence connue de 
10 à 15 bases, adaptés aux extrémités 
cohés ives des sires de res tricti o n, sont 
ajo urés aux ex rrémirés d es fragm ents 
d 'ADN par w1e réaction de ligarion. U ne 
première am plification, dire p résélecrive, 
am plifie les fragm ents d 'ADN à l'aide 
d 'amorces correspondant à la séquence 
des adaptateurs et du sire de res triction 
add itionné en 3' d 'w1e base défo1i e arbi­
trai rement. Un mésappariemenr de cerce 
base 3' termin ale de l'amorce empêche 
ro ralement l'amplifi ca ti on . D ans ce tte 
réaction , seLJ 1 / 16 des fragments de res­
triction initiaux sont donc ampli fiés. La 
deuxième am plification, dire sélective, uti ­
lise des amorces identiques aux p remières 
additionnées de 1, 2 ou 3 bases supplé­
mentai res à leur extrém ité 3' . U n sous­
ensemble de fragments es t alors am plifié. 
Les produits de l'amplification fin ale sont 
séparés par électrophorèse en gel d' acryla­
m ide dénaturan t (gel de séquence) . Ils 
peuvent être ensui te visualisés par colora­
tion au nitrate d'argent ou révélés grâce à 
un marquage radioactif ou fluo rescen t 
réalisé lors de la seconde ampliti carion . 
Les profils sont en général complexes (50 
à 100 bandes) (figure 6). Le nombre de 
bases arbitrai res des amorces de l'an1 plifi­
carion sélective détermine le no mbre de 
bandes produi tes en fonction de la raille 
du génome de l'organisme érudié. 

NNNNNN CACACACACACA NNNNNN · · · · · · · • • · · · · · • · · · · · · NNNNN TGTGTGTGTGTGTGTG NNNNNN 

NNNNNN GTGTGTGTGTGT NNNNNN · · · · · · · · · · · · · • · · · · · · · NNNNN ACACACACACACACAC NNNNNN 

NN[CA]n 
[CA]nNN 

B 

A 

Figure 5. Princ ipe de l' ISSR. Si les bases arbitra ires de l'amorces sont du côté 5' du mi crosatel­
lite, on obtiendra le produit d'amplification A, si elles sont du côté 3', le produit B. 

Figure 5. ISSR principle. If arbitrary nucleotides of the primer are located at the 5' end of the microsa­
te llite, product A will be generated. If they are located at the 3' end, product B wi ll be generated. 

Cahiers Agricu ltures 2000 ; 9 : 311-27 



2 3 4 

Digestion de l'ADN génomique par Eco RI et Mse I 

--GjAATTlc r lr AA--
- -CTTAAG --- ----AATjT--

Libération de fragments avec bouts Eco RI et Mse I 
AATTC -------T 

G AAT -
--

~TTAA 

Adaptateur Eco RI 

TAL=::J -

Ligation avec des adaptateurs Adaptateur Mse I 
de séquence connue 

5 '------ T 

r---,AATTC N NTTAr-L__ 
-----i_____J T T A AG N ------- N A A T L____=::J 

G 5' 

Première amplification PCR 
5'------TT G 

- -
r---,AATTCTNN NNCTTAr---, 
L__Jr TAAGAN N-------NNGAA TL__J 

AGG 5' 

Seconde amplification PCR -
r---,AATTCTTG T C CTTAr---, 
L__JTTAAGAA C-------AGGAATL__J 

, ! 
Electrophorèse sur gel d'acrylamide 

A B 

Figure 6. A: Principe de la technique d'AFLP. B : Profils de deux génotypes de l'écotype Colum­
bia (pistes 1 et 2) et de deux génotypes de l'écotype Landsberg (pistes 3 et 4) d' Arabidopsis. 

Figure 6. A : General AFLP procedure. B : Amplification pattern for two Arabidopsis plants of the 
Columbia ecotype (lines 1 and 2) and two Arabidopsis plants of the Landsberg ecotype (lines 3 and 4). 

Il est théoriquement possible d 'utiliser 
plusieurs di za in es de comb ina ison s 
d'enzymes de restriction , à site de 4 et 
6 bases, et de très nombreuses combinai­
sons de bases sélectives sur les amorces 
d 'amplifica tio n. Les combinaiso ns res­
triction/amplification sont presque infi­
nies. La technique AFLP permet de révé­
ler un polymo rphism e important chez 
toute les plan tes, essentiell ement de type 
présence/absence, et peut produire des 
marqueurs issus de tou tes les régions du 
génome. Elle constitue une technique de 
choix pour m arqu e r rapid em ent un 
grand nombre de locus dans un génome. 

Cette technique permet donc de réaliser 
des empreintes génétiques h autem ent 
informatives afin de comparer des géno­
types génétiquement très proches, de réa­
liser fac ilement des cartes génétiques ou 
de satu rer une régio n particulière d 'un 
génome. 
Comme pour la technique RAPD, les 
marqueurs AFLP so nt essentiell ement 
dominan ts. Cependant, des protoco les 
techniques o ptimi sés e t des logicie ls 
d 'a nalyse d ' im age prop osés p ar les 
concepteurs de l'AFLP (http: //www.key­
gene.com) permettent, dans certains cas, 
de doser les fragments amplifiés. Il es t 

Cahiers Agricultures 2000 ; 9 : 311-27 

alors possible de faire la di ffé rence entre 
l'état ho mozygote er hétérozygote d 'un 
m arq ueu r AFLP d o nt les séquen ces 
d 'origine dans le génome sont respective­
ment à deux et à une copie. 
D es SCAR peuvent être dérivés de mar­
queurs AFLP. 
La technique AFLP nécess ite plus de 
tech nicité que la RAPD mais génère plus 
de marqueurs, plus polymo rphes er avec 
plus de fiabilité. D e nombreuses études 
de diversité ou de cartographie utilisent 
désormais le procédé AFLP. 
Plusieurs techniques de génotypage déri­
vent de la technique AFLP. L'une d'elles, la 
S-SAP (Sequence-Specific Amplification Poly­
morphismse, voir glossaire), se focalise sur le 
polymorphjsme au niveau des gènes. Les 
premières étapes sont identiques à celles de 
l'AFLP class ique. Cependant, l'amplifica­
tion sélective est réalisée en utilisan t une 
amo rce AFLP aléato ire à 2 ou 3 bases 
débordantes en 3' couplée à une amorce 
définie dans une séquence connue. Celle-ci 
peur être une séquence de rétrotransposon 
ou un motif conse1vé d'une famille multi­
génique. Dans ces cas, tous les fragments 
d 'amplification co rrespondent aux parties 
Aanquam es des séquences qw sont ciblées. 
La S-SAP avec rétrotransposons permet de 
générer de nombreux marqueurs à partir de 
séquences d'ADN considérées comme rela­
tivement instables. Les profils S-SAP per­
mettent de visualiser des modifications des 
sites d ' insertion des rétrotransposons. Ils 
constituent un ouril intéressa nt de 
recherche de polymorphisme enrre des 
plantes très proches, éventuellement pour 
des caractérisations imraclonales. La S-SAP 
avec d es a mo rces d éfini es dans les 
séquences de gènes répétés (analogues de 
gènes de résistance, protéines kjnases, fac­
teurs de transcription, etc.) permet de géné­
rer, aussi facilement que pour w1e analyse 
AFLP class ique, des marqueurs qui sont 
tous issus de séquences potentiellement 
codantes. L'élaboration de cartes génétiques 
avec ces marqueurs permettra, par exemple, 
de tester des hypothèses de type « gènes 
candidats » au cours de recherche de QT L 
(Quantitative Trait Loci). De la mêm e 
manière, la technique SAMPL (Selective 
Amplification of Microsatellite Polymorphie 
Loci, vo ir glossaire) associe des séquences 
microsatellires à une amorce AFLP. L'usage 
de ce type de marqueurs semi-aléatoires 
devrai t se généraliser. 
Un certain nombre d 'autres techniques 
de marquage moléculaire MAAP (ASAP, 
EPIC, ISTR, RAHM, RAMP, RAMPO, 
T ecMAAP) sont décrites dans le glossaire 
final. 



Reproductibilité 
comparaison 
entre les différentes 
techniques 
de marquage 
moléculaire 

Les génotypes déterminés pour les indivi­
dus analysés doivent être reproductibles, 
sinon ils n'ont aucune signification géné­
tique. Le manque de reproductibilité pro­
vient du prélèvement, de l'extraction, de 
problèmes techniques, de l'adaptation du 
protocole ou d'erreurs humaines. Certains 
types de marqueurs sont plus sensibles 
que d'autres aux petites fluctuations expé­
rimentales difficiles à éviter. 

Effet du prélèvement 
ou du tissu analysé 
Le stade de développement, la date de pré­
lèvement et la nature du tissu prélevé ne 
doivent pas avoir d'effet pour les mar­
queurs portant directement sur ]'ADN, 
pour peu que !'ADN extrait soit de qualité 
suffisante. Cependant, Donini et al [25] 
ont rapporté des variations dans les profils 
de ma.rquems AFLP en fonction de l'orga­
ne de prélèvement (feuilles et grains de 
blé). Ces autems excluent la présence de 
contaminations dans les extraits, les effets 
de variation éventuelle du niveau de ploï­
die, les réarrangements du génome, les 
variations en quantité suffisante des 
génomes cytoplasmiques. Le plus vraisem­
blable reste alors des variations spécifiques 
de la méthylacion de !'ADN en fonction 
du tissu qui se traduiraient par des frag­
ments de restriction et donc d'amplifica­
tion différents. Les séquences d'ADN sont 
naturellement méthylées et cette méthyla­
tion peur donc induire des variations non 
contrôlées lorsque les enzymes de restric­
tion utilisées sont sensibles à la méthyla­
cion (RFLP, AFLP). 

Manipulations et réactifs 

Comme pour routes les expériences de 
biologie moléculaire et de biochimie, 
une grande minutie dans la réalisation 
des manipulations élémentaires est 
nécessaire pour avoir des résultats de 
marquage moléculaire reproductibles. 
De plus, de nombreux échantillons sont 
analysés. Les risques d'erreur dans la ges-

tion des expériences (génotypes et don­
nées) ne sont pas négligeables. L'auto­
matisation de la manipulation des 
échantillons et de la collecte des résultats 
permet de diminuer ces risques d'erreur. 
La plupart des marquems développés ces 
dernières années reposent sur l'utilisation 
de la réaction de polymérisation en d1aîne. 
Outre la qualité des manipulations, divers 
factems liés à ces réactions sont des sources 
de non-reproductibilité des résultats. 
La Taq polymérase est une enzyme com­
mercialisée par plusieurs sociétés. Durant 
plusieurs années, les différents fournis­
seurs n'ont pas cous délivré un produit de 
même qualité ni respectant les mêmes 
standards de dosage d' accivi ré enzyma­
ciq ue. Les protocoles de marquage, sur­
cout de type RAPD, mis au point avec 
une qualité d'enzyme ne pouvaient pas 
être appliqués sans adaptation avec une 
autre qualité d'enzyme. La généralisation 
des enzymes respectant les spécifications 
et le paiement d'une redevance imposées 
par le brevet Hoffman-Laroche permet 
désormais de disposer de produits très 
comparables. Les thermocycleurs contrô­
lent les températures ec les changements 
de température pour la réaction de poly­
mérisation en chaîne. La dynamique des 
changements de température est propre à 
chaque machine, ce qui conduit à un 
contrôle de la réaction qui peut varier 
selon la machine. Une vérification des 
résultats d'amplification obtenus avec dif­
férents thermocycleurs est toujours inté­
ressante et des aj ustements sont parfois 
nécessaires. La qualité et les concentra­
tions des amorces utilisées pour les réac­
tions de polymérisation en chaîne sont 
des facteurs importants qui interviennent 
sur la reproductibilité des profils d'ampli­
fication multi-bandes des techniques 
MAAP. Il est recommandé de disposer 
d'an1orces hautement purifiées pour évi­
ter de manipuler en mélange des rra.ces 
d'amorces incomplètement synthétisées. 
Ces éléments polluants peuvent être sour­
ce de varia.rions en raison d'une moindre 
spécificité de l'an1orce pour ses cibles et 
des risques de mauvais appariements en 
conditions de PCR peu spécifiques. 

Transfert entre laboratoires 

Un projet européen a permis de tester la 
reproductibilité de marqueurs RAPD, 
AFLP et microsatellites dans plusieurs 
laboratoires [26). 
Les marqueurs RAPD sont les plus diffi­
ciles à transférer d'une équipe à une 
autre. Un prorocole unique mis au point 
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sur peuplier a été transféré et appliqué 
par huit laboratoires sur deux clones de 
peuplier. Deux a.n1orces one servi à cerce 
étude. La source de Taq polyméra.se est 
la même pour coures les équ ipes, mais 
chaque équipe a son propre équipement 
en thermocycleurs. L'analyse des profùs 
montre que chaque équipe a obtenu un 
profil qui lui est propre si on considère 
routes les bandes publiées. Même en ne 
tenant compte que des bandes les plus 
forces , les profils fluctuent encre labora­
toires. Plusieurs bandes sont toutefois 
notées par routes les équipes. Le trans­
fert des marqueurs RAPD encre labora­
toires étaie déjà mis en douce par 
d 'autres rra.vaux. Le facteur thermocy­
cleur mentionné plus haut peur expli­
quer une partie de ces difficultés. 
Les marqueurs AFLP ont été testés par 
six équipes différences qui one travaillé 
sur deux clones de betterave à sucre. Les 
deux couples d 'amorces utilisés ont per­
mis la lecture de 172 bandes au total. 
Les profils sont ici très reproductibles 
encre les six laboratoires, une seule bande 
n ' a pas été observée par l ' une des 
équipes. Les publications concernant les 
marqueurs AFLP n 'o ne pas signalé de 
difficultés de reproductibilité. 
La reproductibilité des marqueurs micro­
satellices a été testée par six laboraroires 
qui ont suivi le protocole établi par une 
équ ipe pilote. Les génotypes établis pour 
les deux échantillons sont les mêmes 
pour tous les laboratoires, cependant la 
taille des produits d'amplification va.rie 
en fonction des équipes (écart d'une 
paire de base). Cet écart est faible et cor­
respond aux erreurs rencontrées dans 
l'estimation de la taille des fragments. 
Ces études confirment les difficultés 
d'utilisation des marqueurs RAPD par 
une autre équipe, alors que les mar­
queurs AFLP et microsatellices sont 
beaucoup plus fiables et peuvent être 
transférés d 'un laboratoire à un aucre. 
Les marqueurs RFLP développés par un 
laboratoire peuvent également être utili­
sés dans d'autres laboraroires, sous réser­
ve d 'utiliser le même protocole. 

Utilisations 
des marqueurs 
Les marqueurs sont utilisés pour décrire 
la variabilité génétique et sa répartition 
au sein de populations et d'espèces, ils 
servent aussi à préciser les mécanismes 



évolutifs des populations qui rendent 
compte de cerce description. Le choix 
des marqueurs dépend de l'objectif précis 
fixé et des moyens des utilisateurs 
(tableau). 

Phylogénie 

Les relat ions de proxim1te encre espèces 
ou populations sont abordées de deux 
façons différences: la phénécique est fon­
dée sur les distances génétiques encre les 
unités taxonomiques et aboutit à la 
construction de dendrogrammes ; la cla­
disciq ue est fondée sur l'identification 
des mutations successives et repose sur le 
principe de parcimonie qui minimise le 
nombre d'événements pour décrire un 
arbre phylogénétique. 
Les m arq ueurs utilisés doivent êt re 
neutres pour retracer correctement l'évo­
lution des taxons. Plus les taxons sont 
proches géné tiquement, plus les mar­
queurs utilisés doivent avoir w1 taux de 
mutation élevé pour révéler suffisam­
ment de polymorphisme exploitab le. Les 
relations encre les taxons sont fondées 
sur leur divergence qui est croissance au 
cours du temps. 
Dans le cas de la phénérique, cout mar­
queur adapté à la construction d'une 
matrice de di stan ces encre les unités 
taxonomiques analysées est utilisable 
pour la construction des dendro­
grammes. Les marqueurs RFLP permet­
tent de calcul er des distances génétiques 
assez fiables encre groupes d'individus et 
sont largement utilisés po_ur la construc­
tion de dendrogrammes. Etant potentiel­
lement très nombreux, les marqueurs 
RFLP fournissent des distances peu sen­
si bles aux effets d ' un locus particulier. 
Les marqueurs PCR spécifiques, STS ec 
SCAR sont également préconisés [27). 
Les marqueurs cytoplasmiques sont éga­
lement utilisés et apportent une informa­
tion différente du fair de leur génétique 
parricul ière. Les marqueurs m icrosacel­
lites sont mal adaptés en raison de leur 
fore eaux de mutation et de la possibilité 
des mutations réverses [17, 27). L'utilisa­
tion des marqueurs dominants comme 
les AFLP et RAPD devient fréquence. 
Les dendrogrammes construits avec dif­
férents types d e marqueurs mon cren c 
parfois des regroupements différents : 
c'est le cas pour 22 lignées de blé analy­
sées avec les marqueurs AFLP, RFLP et 
microsarellices [28). Dans une au tre 
érude, les dendrogrammes ont été 
construits pour 33 lignées de maïs avec 
des marqueurs RAPD, AFLP, RFLP et 

microsarellices [29) : les marqueurs 
RAPD fournissent un dendrogramme 
différent des autres. 
La construction d'arbres phylogénétiques 
suppose que la séquence des événements 
de mutation puisse être retracée. La tech­
nique de choix pour de celles analyses est 
sans conteste le séquençage d'allèles. 
Celle-ci ne constitue cependant pas une 
technique de marquage moléculaire qui 
entre dans le cadre de cette revue. L'état 
de chaque sire polymorphe doit pouvoir 
être caractérisé. Les marqueurs préconisés 
par Karp et al. [30) sont les marqueurs 
RFLP et PCR-RFLP pour lesquels les 
sires de restriction sont cartographiés de 
façon à individualiser chaque mutation. 
Les marqueurs STS et SCAR sont égale­
ment utilisables si leur polymorphisme 
est révélé par RFLP et que les sires de 
restriction sont cartographiés. La mise en 
évidence du polymorphisme par SSCP 
ou D/TGGE n'est applicab le que pour 
la phénétique. Les marqueurs RFLP des 
gènes ribosomiques donc les sires de res­
triction sont cartographiés sont de bons 
marqueurs pour la cladistique. Leur 
polymorphisme est analysé chez de nom­
breuses espèces d'arbres (par exemple les 
peupliers) [31) ou de plantes an nuelles 
(par exemp le les betteraves) [32]. 
L'information apportée par les rérro­
rransposons (marqueurs S-SAP) est utili­
sable pour des constructions de phylogé­
nie du fair de l'accumulation progressive 
des éléments transposables au cours de 
l'évolution. Ces éléments intégrés ne 
sont pas éliminés, ils peuvent évoluer 
seulement par mutation. Ces marqueurs 
fournissent non une phylogénie chrono­
logique, car l'activité des éléments trans­
posables n'est pas homogène d ans le 
cemps, mais une phylogénie ordonnée. 
Les génomes cytoplasmiques ont l'avan­
tage de ne pas recombiner en raison de 
leur transmission uniparencale. L'évolu­
tion des séquences de ces génomes reste 
progressive et continue, même dans le 
cas d'incrogressions ou de croisements 
entre taxons déjà différenciés. L'histoire 
des espèces peut donc être retracée. Les 
marqueurs cytoplasmiques analysés par 
RFLP avec cartographie des sires de res­
triction sont largement u ti lisés [30). Les 
réorganisations fréquences du génome 
mitochondrial le rendent cependant dif­
ficile à utiliser. 
Les marqueurs dominants et anonymes 
comme les RAPD sont inadaptés à la 
construction d 'arbres phylogénétiques 
fondés sur le principe de parcimonie, 
sauf situations très particulières [33). 

Cahiers Agricultures 2000; 9: 311-27 

Analyse 
de la diversité génétique 

Phylogéographie 
La phylogéographie analyse simultané­
ment la diversité géographique et les rela­
tions phylogénétiques des populations. 
Comme pour la construction d'arbres 
phylogénétiques, la succession des muta­
tions condu isant aux allèles observés doit 
pouvoir être retracée. Les marqueurs 
RFLP, PCR-RFLP, mrEPIC et cpPCR­
RFLP de faço n générale sont adaptés à 
ces études. Cirons en exemple les études 
conduites sur les arbres forestiers dans ce 
domaine qui ont exploité le polymorphis­
me du génome chloroplascique avec des 
marqueurs cpPCR-RFLP. Les données 
paléontologiques, lors-q u'elles existent, 
apportent un éclairage complémentaire 
sur l'évolution et les migrations passées 
des espèces étudiées [34]. 

Structure et différenciation 

La variab ilité génétique peut se mesurer 
à l'échelJ e de la sous-population er de la 
population totale. La distribution des 
génotypes dans une sous-population est 
liée à sa sensibilité à la dérive génétique 
et à son mode de reproduction. Au 
niveau de la population coca.le, ce sont 
les flux de gènes encre unités qui déter­
minent l'essentiel de leur niveau de diffé­
ren ciat ion. La structure d'une so us­
population est analysée par référence à la 
situation attendue dans une population 
panmicrique (équi libre de Hardy-Wein­
berg). Pour rester d 'éventuels écarts à cer 
équilibre, le génotype de cous les indivi­
dus doit pouvo ir être caractérisé aux 
locus analysés. Seuls les marqueurs codo­
minants sont pertinents. En général, les 
marqueurs dominants ne sont utilisables 
que dans des espèces à fore eaux de fixa­
tion, où les individus hétérozygotes sont 
presque inexistants, ou dans des popula­
tions donc l'écart à l'équilibre de Hardy­
Weinberg peur être connu [35] , de pré­
férence pour les marqueurs analysés. 
Les eaux d'hécérozygocie sont estimés de 
la même façon, en utilisant des mar­
queurs codominanrs, ou en connaissant 
l'écart à l'équilibre de Hardy-Weinberg. 
Les va.leurs d'hérérozygocie er les para­
mètres du polymorphisme varient en 
fonction du marqueur utilisé. Russell et 
al. [36] ont comparé des marqueurs 
RFLP, AFLP, RAPD er microsacellices 
chez l'orge: l'indice de diversité (héréro­
zygorie attendue sous l'hypothèse de la 



Tableau 

Les principales techniques de marquage moléculaire: coûts et domaines d'application génétiques 

Coût de Coût et Marqueurs Structure et Cladistique et Identification Recherche Régime de Flux de gènes Cartographie et Clonage Cartographie 
l'analyse difficulté du différenciation phylogéographie clona le de parenté reproduction interspécifique détection de OTL positionne! comparée 
(par locus développement génétique 

révélé) 

Codominants 
et révélés 
indiv iduellement 

Moyen Moyens EPIC +++ ++ a ++ + ++ ++ + ++ 

Moyen Moyens mtE PIC +++ +++ a + ++ + 

Moyen Moyens ESTP +++ ++ a + + + + + ++ 

Moyen Moyens PCR-RFLP +++ +++ a ++ + ++ +++ + ++ 

Important Importants PCR-SSCP +++ ++ + +++ +++ + ++ 

Moyen Moyens cpPCR-RFLP +++ +++ a + +++ 

() Important Importants RFLP (ADNc) +++ +++ a ++ + ++ ++ +++ +++ 0 
-::,-

~ Important Importants RFLP (génomique) +++ +++ a ++ ++ ++ ++ +++ ++ 
V> 

)> Moyen Importants SCAR ++ + + + + + + 
CO ..., 

Faible Importants STMS microsatellites +++ +++ +++ +++ ++ +++ + i'ï 
c 
2" Faible Moyens cpSSR ++ ++ +++ ++ 

cil Moyen Moyens STS V> ++ ++ a + + + + + ++ 
ls.) 
0 Dom inants 
0 
0 et révélés 

'° 
cc en masse » 

w Faib le Faibles AFLP + +++ + + + +++ +++ 

i:.., 
Faible Faibles AP-PCR + ++ + + ++ 

'...J Faible Faibles ASAP ++ + + + 

Faible Faibles DAF ++ + + ++ 

Faible Faibles ISSR + +++ + + ++ ++ 

Faible Moyens ISTR + ++ + + ++ ++ 

Faible Faibles RAMP + ++ + + + 

Faible Faibles RAPD + ++ + + + 

Faible Faibles SAM PL + +++ + + +++ ++ 

Faible Moyens S-SAP + + +++ + + +++ ++ 

Les difficu ltés du développement des marqueurs et le coût de leur utilisation ont été estimés à partir de l'expérience acquise dans nos laboratoires. 
+ : utilisable ; ++ : bien adapté; +++ : très efficace; a : les sites de restriction révélant le polymorphisme so nt cartographiés. 

Main molecular marker technology : cost and genetic applications. The problem of developing molecular markers and the cost of their implementa-
tion were estimated on the basis of our laboratory experience. 
+ : usable ; ++ : wel l adapted ; +++ : highly efficient ; a : the restriction sites revealing polymorphism are mapped. 



panmixie) es t plus élevé avec les mar­
queurs AFLP (0,94) qu 'avec les mar­
queurs microsatellites (0,57), pourtant 
tous polymorphes, ou les marqueurs 
RAPD (0,52), les marqueurs RFLP pré­
sentant la plus faible diversité (0,32). Les 
mêmes types de marqueurs ont été utili­
sés chez Glycine, la plus forte hétérozygo­
tie étant observée avec les marqueurs 
microsatellites (37]. Cependant, les dis­
tances génétiques entre lignées de Glyci­
ne max obtenues avec les marqueurs 
microsatellites étaient mal corrélées avec 
celles obtenues par les autres marqueurs. 
Les auteurs concluent que l'utilisation 
des marqueurs microsatellites n'est perti­
nente que dans une gamme de distance 
génétique donnée. Les marqueurs RFLP 
conservent l'intérêt des marqueurs codo­
mmants. 
Les marqueurs dérivés de la PCR tels 
que des marqueurs PCR-SSCP (11] per­
mettent aussi l'analyse de la structure des 
sous-populations. 
Chez le conifère Pseudotsuga menziesii, 
dont les génomes chloroplastique, mito­
chondrial et nucléaire ont une hérédité 
différente, Hong et al. [38] ont comparé 
la différenciation entre provenances dans 
les différentes régions de l'aire naturelle 
et pour ces trois génomes. Le génome 
nucléaire es t analysé avec 95 marqueurs 
DAF, le génome chloroplastique avec 
30 fragments RFLP polymorphes et le 
génome mitochondrial avec 25 frag­
ments RFLP polymorphes. La différen­
ciation entre sous-populations ( Gst) est 
plus élevée pour le génome mitochon­
drial (0,45) que pour le génome chloro­
plastique (0,20) et le génome nucléaire 
(0, 14) . La situation est différente pour la 
variété côtière qui est moins différenciée 
pour le génome mitochondrial (0, 11) 
que pour les autres génomes (0, 13-0,1 4). 
La forte structuration du génome mito­
chondr ial, à transmission maternelle, 
reflète la faible migration des graines 
alors que les flux de pollen plus élevés 
induisent une structuration plus faible 
du polymorphisme chloroplastique. La 
transmission biparentale du géno me 
nucléaire et les flux de gènes par le pol­
len conduisent également à une faible 
structuration de ce génome. L'analyse du 
polymo rphisme des trois génomes procu­
re donc des informations complémen­
taires. 
Les marqueurs nucléaires codominants 
étant les plus informatifs, les marqueurs 
RFLP restent parmi les pl us utilisés. 
Mais l'utilisation des marqueurs microsa­
telli tes tend à se généraliser en raison de 

Glossaire 

Les marqueurs moléculaires ADN 
quelques définitions 

AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism [53] 
Polymorphisme de longueur des fragments d'amplification 
Amplification PCR d'ADN génomique après digestion avec 2 enzymes 
de restriction et ligation d'adaptateurs d'environ 20 paires de bases. 
Les amorces PCR correspondent aux adaptateurs plus 2 ou 3 bases 
aléatoires en 3'. Les profils obtenus sont multibandes. 

AP-PCR Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction [54] 
PCR avec des amorces arbitraires 
Amplification au hasard de type RAPD utilisant des amorces de 
20 bases à des températures d'hybridation faibles. 

ASAP Arbitrary Signatures from Amplification Profiles [55] 
Signature arbitraire de profil d'amplification 
Amplification PCR de type RAPD en utilisant plusieurs amorces en une 
ou plusieurs amplifications successives. 

CAPS Cleaved Amplified Polymorphie Sequence (PCR/RFLP) [56] 
Digestion des produits d'amplification polymorphes 
Un fragment d'ADN génomique amplifié (STS, SCAR) est digéré par 
des enzymes de restriction afin de détecter les profils électrophoré­
tiques polymorphes des fragments de restriction. 

DAF DNA Amplification Fingerprinting [57] 
Empreinte génétique de produits d'amplification 
Même principe que les RAPD en utilisant des amorces plus courtes (5 à 
8 bases). Les profils électrophorétiques des fragments d'ADN amplifiés 
sont souvent complexes. 

DGGE Denaturing Gradient Gel Electrophoresis [58] 
Électrophorèse en gel à gradient de dénaturation 
Électrophorèse de fragments d'ADN amplifiés sur un gel d'acrylamide 
contenant un gradient linéaire de produit dénaturant de l'ADN (urée, 
formamide). Le fragment d'ADN, initialement double brin, est partielle­
ment dénaturé pour former une structure « branchée » (en Y) à un 
endroit précis du gel (donc du gradient) au cours de l'électrophorèse. 
Sa mobilité électrophorétique est alors modifiée. La séquence de l'ADN 
détermine la zone du gradient où il sera dénaturé. 

EPIC Exon Priming, lntron Crossing [59] 
Amplification d'intron par amorçage sur exons 
Amplification PCR d'un intron d'un gène grâce à des amorces définies 
dans les exons flanquants. Permet d'amplifier une région potentielle­
ment polymorphe dans un gène. 

EST Expressed Sequence Tags [60] 
Étiquettes de séquences exprimées 
Séquences anonymes ou de fonction connue issues de programmes de 
séquençage systématique d'ADNc. 

ESTP Expressed Sequence Tag Polymorphisms [27] 
Polymorphism des EST 
Amplification PCR à l'aide d'amorces définies à partir de la séquence 
d'un EST. Marqueur de type STS. 

ISSR Inter Simple Sequence Repeats [61] 
Amplification intermicrosatellites 
Amplification sur de l'ADN génomique avec des amorces constituées 
d'un motif répété dinucléotidique, de type microsatellite, associé à des 
bases (2 à 6) définies au hasard placées en 3' ou en 5' . Les fragments 
amplifiés sont donc situés dans le génome entre deux locus microsatel­
lites. 
Autres appellations : 1-SSR PCR Inter Simple Sequence Repeats PCR, 
IMA Inter Microsatellites Amplification, IRA lnter-Repeat Amplification, 
ISA lnter-SSR Amplification. 

ISTR Inverse Sequence-Tagged Repeat [62] 
Amplification PCR à l'aide d'amorces définies dans les séquences d'un 
élément hautement répété dans le génome, rétrotransposons de type 
copia. Les produits d'amplifications proviennent de régions situées en 
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leur polymorphisme important, de leur 
codominance, de leur abondance dans le 
génome et de la relative simplicité tech­
nique de leur manipulation. Les autres 
marqueurs dérivés de la PCR cib lée 
(STS, PCR-RFLP/SSCP, SCAR) sont 
également tout à fait utilisables et les 
études de différenciation peuvent être 
menées auss i avec des marqueurs domi­
nants. 

Flux de gènes, recherche 
de parenté et introgression 
Les flux de gènes entre les sous-popula­
tions sont souvent déduits de leur diffé­
renciation, les marqueurs utilisés sont 
donc alors ceux qui servent à décrire la 
structuration de la diversité entre sous­
populations. Les flux de gènes au niveau 
d 'une sous-population sont en partie 
décrits par les régimes de reproduction et 
donc par l'estimation du taux d'allofé­
condarion dans le cas des modèles mixtes 
(39]. L'hybridatio n entre espèces sympa­
triques est une source de flux de gènes et 
éventuel lement d 'introgression entre 
espèces. Les outils les plus appropriés ne 
sont pas les mêmes dans les différents 
cas. 
Les taux d' allofécondation ou d' autofé­
condation sont correctement estimés à 
partir des génotypes notés à une dizaine 
de locus polymorphes, neutres et indé­
pendants. Ces locus sont de préférence 
codominants. Des marqueurs cartogra­
phiés comme des RFLP, des STS et des 
microsatellites sont donc intéressants. 
La recherche de paternité permet de 
retrouver les sou rces de pollen et de 
décrire le fl ux de pollen effectif. Les mar­
queurs utilisés doivent être codomina.nts 
et posséder de nombreuses formes allé­
liques pour différencier un maximum 
d'individus. Les locus microsatellites sont 
ceux qui ont le plus fort pouvoir d'exclu­
sion grâce au nombre élevé d'allèles par 
locus. Ainsi, 32 locus microsatellites ont­
ils permis de retrouver les espèces paren­
tales de plusieurs cépages prestigieux de 
vigne. Les auteurs (40] ont monrré que 
le Chardonnay, le Gamay noir, !'Aligoté 
et 13 autres cépages traditionnels cultivés 
dans le Nord-Est de la France, en Bour­
gogne et en Champagne, sont des culti­
vars métissés dont les parents sont les 
variétés Pinot et Gouais blanc. Ce der­
nier , considéré comme une variété 
médiocre et réservé un temps aux terroirs 
pauvres, a presque complétement disparu 
du vignoble Français. Cependant, l'éloi­
gnement génétique assez important entre 
les deux variétés parentales, établi grâce 

deux locus copia ou copia-like. Similaire à l'amplification inter­
séquences Alu chez les mammifères. 

MAAP Multiple Arbitrary Amplicon Profiling [63] 
Profils d'amplification arbitraires multiples 
Toute amplification PCR sur l'ADN génomique qui utilise des amorces 
définies arbitrairement et qui génère des profils électrophorétiques de 
fragments amplifiés complexes et polymorphes (appellation générique 
pour AP-PCR, DAF, RAPD, ISSR) 

PCR-RFLP PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism 
Voir CAPS 

RAHM Random Amplified Hybridization Microsatellites [64] 
Recherche de microsatellites par hybridation sur amplification au 
hasard 
Des profils d'amplification RAPD sont analysés par hybridation à l'aide 
de sondes oligonucléotidiques qui correspondent à des motifs microsa­
tellites. Ce procédé permet de répérer des fragments qui portent des 
séquences microsatellites pour, après clonage et séquençage, en faire 
des marqueurs microsatellites. 

RAMP Randomly Amplified Microsatellite Polymorphism [65] 
Polymorphisme de microsatellites amplifiés au hasard 
Amplification PCR en utilisant, en mélange, une amorce de type RAPD 
et une amorce correspondant à une séquence microsatellite. Les frag­
ments amplifiés correspondent à l'environnement de plusieurs locus 
microsatellites. 

RAMPO Randomly Amplified Microsatellite Polymorphisms [66] 
Polymorphisme des microsatellites contenus dans les profils d'amplifi­
cation au hasard 
Utilisation des profils RAHM pour l'analyse du polymorphisme entre 
génotypes. 

RAPD Randomly Amplified Polymorphie DNA [67] 
ADN polymorphe amplifié au hasard 
Amplification PCR de séquences inconnues utilisant une seule amorce 
de 10 bases définie arbitrairement. Les profils électrophorétiques des 
fragments d'ADN amplifiés contiennent une dizaine de bandes. 

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism [68] 
Polymorphisme de longueur des fragments de restriction 
Polymorphisme de la longueur de fragments d'ADN générés par une 
hydrolyse par une enzyme de restriction. Celui-ci est révélé après hybri­
dation avec une sonde marquée sur les fragments séparés par électro­
phorèse sur gel et transférés sur membrane. 

SAMPL Selective Amplification of Microsatellite Polymorphie Loci [69] 
Amplification sélective des locus microsatellites polymorphes 
Analyse de type AFLP en utilisant une amorce arbitraire AFLP couplée à 
une amorce qui correspond à un motif microsatellite. Les fragments 
amplifiés correspondent à l'environnement de plusieurs locus microsa­
tellites. 

SCAR Sequence-Characterized Amplified Region [70] 
Région amplifiée de séquence caractérisée 
Fragment d'ADN génomique amplifié par PCR avec des amorces spéci­
fiques (14 à 20 bases). Ces amorces sont définies grâce à la connais­
sance de la séquence d'un fragment MAAP (RAPD, AFLP .. . ) intéressant 
isolé d'un gel , cloné et séquencé. 

SNP Single Nucleotide Polymorphism [71 l 
Polymorphisme d'un seul nucléotide 
La source principale de polymorphisme dans un génome est l'appari­
tion de mutations ponctuelles qui modifient une seule paire de bases. 
Lorsque cette mutation atteint la fréquence de 1 % dans une popula­
tion, elle peut être exploitée comme marqueur génétique et est appelée 
SNP. Les SNP sont repérés en compilant des données de séquençage. 
Ils sont présents dans les parties codantes et non codantes d'un géno­
me. Ils sont révélés par des techniques rapides de marquage moléculai­
re, PCR et spectrométrie de masse, PCR et puces à ADN ou PCR et élec­
trophorèse rapide, en perpétuelle évolution. Les SNP commencent à 
être utilisés chez l'homme et les génomes modèles. 

S-SAP Sequence-Specific Amplification Polymorphisms [721 
Polymorphisme d'amplification de séquence spécifique 
Analyse de type AFLP en utilisant une amorce arbitraire AFLP couplée à 
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aux données de typage microsarellire, 
génère un fort hétérosis parm i les des­
cendants et a participé à l'émergence de 
variétés performan ces. 
Les marqueurs microsatellites chloroplas­
tiques (cpSSR) présentent aussi un inté­
rêt pour la recherche de paternité chez 
les espèces à transmission paternelle du 
génome chloropl asc iqu e ec pour la 
recherche de maternité ch ez les autres 
espèces. 
Les techniques d 'emprein tes génétiques 
fournissent de nombreux marqueurs 
dominants dont l'analyse simultanée per­
met également de mener des recherches 
de paternité. Chez Persoonia mollis, le 
polymorphisme des marqueurs AFLP est 
suffisant pour idencifier 99 % des plantes 
pollinisatrices avec seulement trois com­
binaisons d'amorces [41]. 
L'introgression interspécifique est obser­
vée dans de nombreux gro upes d'espèces 
végétales. La mise en évidence des 
hybrides F l es t possible à partir de mar­
queurs diagnostiques caraccérisciques des 
espèces parentales. Keim et al. [42] ont 
étudié avec des marqueurs RFLP la struc­
ture génétique d 'une population de peu­
pliers, dans une zone ou PopuLus ftemon­
tii et P. angustifoLia sont sympacriques. Ils 
ont mis en évidence un polymorphisme 
intraspécifique et incerspécinque, qui leur 
a permis d ' identifier des hybrides Fl et 
des individus issus du rétrocroisement 
avec l'espèce par en tale P. angustifoLia. 
L'introgression esc plus difficile à déceler 
dans les générations plus avancées . Le 
nombre de marqueurs diagnostiques doit 
être plus élevé. Des marqueurs nucléaires 
dominants très polymorphes comme les 
AFLP ont été aussi utilisés pour recher­
cher d 'éventuels hybrides obtenus à la 
sui te de l'incroduccion de formes cultivées 
dans l'a ire naturelle de PopuLus nigra 
[43]. L'analyse des introgressions entre 
deux espèces d ' HeLianthus a été menée à 
l'aide de marqueurs RAPD cartographiés 
ec réparcis sur les divers groupes de liai­
son : ceci a permis de déceler les nom­
breuses régions du génome qui recombi­
nent peu chez ces hybrides et qui sont 
impliquées dans la baisse de fertilité polli­
nique des hybrides [ 44]. Les marqueurs 
moléculaires révèlent fréquemment des 
distors io ns de ségrégation importantes 
chez les hybrides incerspécinques [45]. 

Identification 

L' idencificacion de clones ou de lignées 
esc plus faci le que celle de population ou 
de variétés synthétiques. L'efficacité des 

une amorce définie dans une séquence connue d'un rétrotransposon 
ou d'une famille multigénique. 

SSCP Single Strand Conformation Polymorphism (Profil) [73) 
Polymorphisme (ou Profil) de conformation simple brin 
Analyse par électrophorèse sur gel d'acrylamide de la conformation en 
simple brin, après dénaturation et renaturation en boucle des simples 
brins de fragments d'ADN amplifiés. 

SSR Simple Sequence Repeats [74] 
Répétitions de séquences simples 
Séquences microsatellites. 

STMS Sequence-Tagged Microsatellite Site [75] 
Microsatellite caractérisé par deux séquences bordantes connues. 
Marqueur microsatellite révélé par amplification PCR en utilisant deux 
amorces spécifiques encadrant un motif microsatellite. 

STS Sequence-Tagged Site [76) 
Site caractérisée à partir d'une séquence connue. PCR locus-spécifique 
Fragment d'ADN génomique amplifié par PCR avec des amorces spéci­
fiques d'une séquence cartographiée. Parfois sert à définir la conver­
sion de l'utilisation d'une sonde RFLP en un test PCR locus-spécifique. 

Tee MAAP Template Endonuclease Cleavage MAAP [63] 
Profils d'amplifications arbitraires multiples après digestion de l'ADN 
cible 
Amplification PCR de type MAAP sur de l'ADN génomique préalable­
ment digéré par des enzymes de restriction. 

TGGE Temperature Gradient Gel Electrophoresis 
Électrophorèse en gel à gradient de température 
Même principe d'analyse que la DGGE, cependant le gradient de déna­
turation dans le gel est généré par un gradient de température dans la 
cuve d'électrophorèse. 

VNTR Variable Number of Tandem Repeats [771 
Nombre variable de répétitions en tandem 
Type particulier de polymorphisme d'insertion/délétion dû à la variation 
du nombre de répétitions dans les séquences micro ou minisatellites. 
Terme générique désignant parfois à la fois les microsatellites et les 
minisatellites. Cependant, souvent réservé à la désignation des 
séquences minisatellites. 

Glossary : DNA molecular markers : a few definitions 

marqueurs AFLP , RAPD, RFLP et 
microsacellices pour caractériser les varié­
tés a été comparée chez l' o rge [37]. 
C haque cype de marqueur a permis 
l' idencification des 18 variétés, mais avec 
un effort plus important pour les mar­
queurs RFLP. Les regroupements des 
variétés écaienc différencs en fonction du 
marqueur. L' identification de clones ou 
de lignées peut être menée avec les diffé­
rences techniques d 'empreince génétique 
bien reproductibles et qui fo urnissenc de 
nombreux marqueurs sur un seul gel : 
AFLP, RAPD, 5-SAP, ISSR. 
L' identifi cation de 18 populations de 
maïs a été conduire à l'a ide de mar­
queurs RFLP [46] grâce à leur nombre 
d 'allèles assez élevé. Cependanc, Smith et 
ai. [47] urilisenc des marqueurs codomi­
nancs microsacellices pour la caractérisa­
tion de variétés de maïs : ces marqueurs 
se sonc avérés plus efficaces que les mar­
queurs RFLP, cane pour leur reproducti­
bilité que pour leur pouvoir de discrimi­
nanon. 
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Les marqueurs cytoplasmiques, cpPCR­
RFLP/SSCP, mtEPIC, donc la variabi­
lité esc crès scruccurée géographique­
ment ec/o u dont le polymorphisme 
caractérise une lignée maternelle, peu­
vent égalem ent servir à identifier des 
cul ci vars. 

Cartographie génétique 
et applications 

Tous les rypes de marqueurs permettent, 
porenciellemenc, de conscruire des carres 
génétiq ues, d ' établir des associations 
encre marqueurs ec gènes et de localiser 
dans le génome les régions qui so nt 
impliquées dans le déterminisme des 
caractères quanti tatifs (QTL). 

Carte référence, portabilité 
dans l'espèce 
Tous les marqueurs peuvent être utilisés 
pour élaborer la carre générique de réfé-



rence d ' une espèce. La carte do it conte­
ni r un maximum de marqueurs et être 
au moins saturée. La difficulté pour uti­
liser les info rmations de la carte de réfé­
rence en vue d'établir une carte sur une 
autre populatio n es t de retro uver du 
po lym orphi sme à chaque locus po ur 
chaque marqueur. La présence de mar­
q u eu rs mi c ro sa rellires, tr ès poly ­
morphes, dans la carte de référence en 
fait une carte consensus util isable dans 
un grand nombre de croisements. Les 
marqueurs RFLP so nt auss i ex ploi­
tables. L'effort de recherche de poly­
morphisme peut cependant être impor­
tant. Intra-esp èce, l' ho m o logie d es 
marqueu rs es t la règle générale. Les 
marqueurs MAAP ne sont caractérisés 
que p a r un e lon gueur de fra gm ent 
d 'amplification ; cependant, leur homo­
logie peut être véri fiée, si besoin, par 
hybridation ou séquençage. Dans le cas 
de l' o rge, l' homologie de nombreux 
marqueurs AFLP est montrée par com­
paraison de leur local isation sur tro is 
cartes génétiques ob tenues avec trois 
populations différentes [ 48]. 
En général, à chaque cransfe rt de la 
carte, seulement une partie des mar­
queurs de référence mo ntre du poly­
morph ism e et dev ient milisabl e. Les 
groupes de liaisons risquent d'être mal 
défini s avec de nombreux marqueurs 
indépendants. Cerce cram e d e carre 
générique doit être alors rapidem ent 
complé tée avec des marqueurs ano­
nymes propres au croisement analysé 
(MAAP) très miles pour sa turer une 
carte génétique. 

Recherche de QTL, gènes candidats 
Les marqueurs dominants n'apportent 
pas une informati on complète sur l'effet 
du QT L en raison de la confusion des 
individus hétérozygotes avec certains 
individus homozygotes . Les effets de 
dominance du Q TL (écart à l'additivité) 
ne peuvent pas être abo rdés. L'analyse 
fonctionnelle du génome, menée essen­
t iell ement chez les esp èces mod èles, 
donne accès à des séquences codantes, 
de fo nctio n identifi ée et interve nant 
dans di vers ca ractères. Ces séquences 
constituent des « gènes candidats » qui 
peuvent rendre compte de l'e ffet de cer­
tains QTL et remplacer, après valida­
tion, le marqueur lié au QTL. Les mar­
queurs de fo nction conn ue (RFLP avec 
cDNA, STS) ont l' avantage de per­
mettre de manipuler ces gènes candi­
dats. La technique semi-aléatoire S-SAP 
présente le grand intérêt de permerrre 

de révéler de nombreux marqueurs issus 
d e séquence co d antes q ui peuvent 
devenir éventuell ement des gènes candi­
dats s'ils sont supposés in tervenir dans 
le caractère étudié et s' ils sont co-locali­
sés avec un QT L. 

Comparaison 
carte génétique/carte physique 
L'utilisation des marqueurs locus spéci­
fiques m anipulables par PCR (STS, 
microsatellites) permet de réaliser faci­
lement des co rrespondances entre les 

Summary 

cartes génétiques et les cartes physiques 
éla bo rées g râce à l'orga ni sa tion en 
contigs d e g rands fragments d 'ADN 
génomique clonés en BAC ou en YAC. 
Un bon exemple nous est fourni par la 
comparaiso n des cartes génétiques et 
phys ique d u blé tendre à l'a ide de mar­
queurs microsatelli tes [ 49, 50]. 

Saturation rapide, 
marquage de gènes majeurs 
Les marq ueur MAAP sont parfaite­
ment adaptés pour saturer une carte 

Molecular markers for genetic resource analysis and plant breeding 
S. Santoni, P. Faivre-Rampant, E. Prado, O. Prat 

Molecular markers are common tools that can reveal polymorphism direct­
/y at the DNA level and are used for genectic resource assessment and 
breeding programmes. We present various molecular genotyping tech ­
niques and their principles. There are two types of molecular markers that 
differ according ta the information provided, i.e. codominant markers and 
fingerprinting patterns. Codominant markers main/y include RFLPs and 
PCR-derived markers (including microsatellites). Polymorphism of PCR 
amplified fragmen ts can be obtained using restriction enzymes or via 
conformational analysis. RFLPs and microsatellites are the most commonly 
used codominant molecular markers. Microsatellite loci usual/y involve 
many aile/es. The reproducibility of RFLPs and PCR-derived markers is we/1 
established. Betw een-species transfer of markers is often possible for 
RFLPs and, for PCR-derived markers, depends on the phyologenetic proxi­
mity of species. Fingerprinting techniques give camp/ex patterns: RAPO, 
AFLP and ISSR markers are described with AFLP-derived techniques. Mar­
kers generally have on/y two forms (presence, absence) with dominant 
inheritance. The transfer of fingerprint patterns between populations or 
species is a critical feature that should be interpreted with caution. Severa/ 
sources of variation such as the physiological state, reagents, and manipu­
lation can alter marker reproducibility. RFLPs, AFLPs and microsatellites are 
some of the most reproducible markers. 
Technical considerations a/one are not sufficient for choosing a marker 
type. Required marker characteristics vary according ta the application. 
Severa/ applications of molecular markers are considered and discussed: 
phylogeny, diversity, material identification, and genetic mapping. Genetie 
distances between populations can be assessed from various types of mar­
kers for phenogram construction, while phylogenetic trees require markers 
whose consecutive mutations can be identified. Most molecular markers 
enable assessment of gene diversity and genetic differentiation of popula­
tions, which is a major application for genetic resource assessment. Gene 
flux, including introgression and paternity analysis, can be analysed with 
various molecular markers. Plant breeding applications main/y involve 
variety identification amd marker-assisted selection, which requires genetic 
mapping and quantitative trait locus localization. Identification of fines or 
clones is an important practical molecular marker application: fingerprint 
patterns are fui/y adapted for this purpose. The choice of markers for gene­
tic mapping and QTL detection wi/1 require ex tension of the study ta other 
pedigrees or species, along with more informative markers. The quick 
construction of a genetic map is obtained with fingerprinting markers such 
as AFLPs. Marker characteristics are final/y compared and their main appli­
cation fields are presented and discussed according ta technical aspects 
and information obtained. 
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génétique, surtout pour des espèce peu 
étudiées, où les sondes et les marqueurs 
PCR n'ont pas été développés. Pour 
des objectifs de clonage positionne!, ils 
permettent, dans des dispositifs géné­
tiques adaptés, d'obtenir une forte den­
sité de marqueurs dans une région pré­
cise du génome, au voisinage du gène à 
cloner (revue in [51]). 

Cartographie comparée 
entre espèces 
La cartographie comparée d'espèces voi­
sines présente un intérêt fondamental 
pour la con naissance de l'évolution des 
génomes, mais aussi un intérêt appliqué 
pour la recherche de gène ou de QTL 
d'un caractère donné dans une espèce 
mal connue, en exploitant les données 
disponibles sur une espèce proche. Les 
marqueurs utilisés doivent être retrou­
vé dans des espèces voisines. Les 
séquences d'évolution rapide, séquences 
non codantes comme des microsatel­
lites, one peu de chances d 'être retrou­
vées surtout si les espèces sont un peu 
trop é loign ées. En revanche, les 
séquences codantes sont très utiles pour 
la cartographie comparée car leur diver­
gence est assez faible. La technique doir 
auss i permettre de révéler un polymor­
phisme dans différents fonds géné­
tiques. En pratique, les marqueurs 
RFLP, surtout avec des sondes ADNc, 
sont les mieux adaptés à la cartographie 
comparée. 

Conclusion 
Les domaines d 'app lication des mar­
queurs génétiques font apparaître des 
objectifs variés pour lesquels des mar­
queurs sont préconisés. Cette analyse 
conduit à définir 9 applications du mar­
quage génétique qui diffèrent par la 
narure des marqueurs susceptib les 
d'apporter l'information recherchée. Le 
tableau propose une comparaison de 
l'adéquation des marqueurs décrits dans 
ce document par rapport à ces finalités. 
Des objectifs proches sont parfois 
atteints avec des marqueurs différents 
(flux de gènes inrrapopularion) et des 
objecti fs différents peuvent faire appel 
aux mêmes marqueurs (idencificarion de 
variétés/populations et étude de diversité 
génétique sur la structure et la différen­
ciation) car les informarions utilisées 
sont semblables. L' identification de 
c lon es repose sur les techniques 
d 'empreintes génériques qui lui sont 

propres. La phylogénie fondée sur la cla­
distique et celle fondée sur la phylogéo­
graphie partagent les mêmes outi ls assu­
rant l'identification des mutations à 
chaque site polymorphe. Les études de 
structure des populations et de leur dif­
férenciation uril isent les mêmes mar­
queurs que la phénétique et l'idencifica­
ti on des variétés ou populations. 
L'analyse des flux de gènes à l'échelle 
incerspécifique ou incrapopulacion 
exploite surtout le polymorphisme des 
marqueurs spécifiques de locus. 
Les cartes génétiques peuvent être 
construites avec tous les types de mar­
queurs. Selon le besoin de transfert des 
cartes génétiques er des QTL pour des 
utilisations dans un autre fond génétique 
ou pour des travaux de cartograp hie 
comparée, deux ensembles de marqueurs 
génétiques peuvent être définis : les mar­
queurs ancres qui permettent des compa­
raisons et les marqueurs spécifiques du 
croisement, faci lement et massivement 
manipulables. Certains gène candidats 
sont ainsi impliqués dans des caractères 
adaptatifs. Le polymorphisme de ces 
séquences codantes intervenant dans un 
caractère adaptatif permet de révéler w,e 
variabilité non neutre des populations. 
La recherche de QTL esr engagée sur 
Arabidopsis pour des caractères adaptatifs 
[52] er la connaissance de ce génome 
permettra prochainement d'en connaître 
les gènes responsables. La mise en évi­
dence d'un polymorphisme ayant une 
signification adaptative est très impor­
tante pour la gestion des ressources géné­
riques qui a comme objectif le maintien 
du potentiel adaptatif des populations er 
des espèces. L'étude de l'expression des 
gènes est donc utile pour identifier les 
marqueurs révélant un avantage sélectif. 
La recherche de QTL et l' identification 
des gènes responsable ont des applica­
tions à la fois dans l'amélioration des 
plan tes et dans la gestion de leurs res­
sources génériques. 
Sur le plan technologique, l'avenir des 
marqueurs moléculaires passe nécessaire­
ment par une automatisation. À ce cirre, 
les techniques qui s'appuient sur la PCR 
peuvent être rapidement automatisées. 
Les quantités d 'ADN à extra ire des 
plantes sont faibles er des robots mani­
pulateurs développés pour des applica­
tions biomédicales (Biomek Bekman, 
Zymate Zymark, Qiagen ... ) peuvent 
s'en charger. Les étapes d'amplification 
PCR peuvent être réalisées grâce à des 
automates dédiés. Enfin, routes les ana­
lyses de petits fragments d'ADN, de type 
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microsarellite ou AFLP par exemp le, 
sont réalisables sur des séquenceurs auto­
matiques, en électrophorèse classique sur 
gel ou en tube capi llaire, ce qui permet 
une très force productivité et w1e gestion 
des données optimisée. 
Le concept de génomique, apparu depuis 
peu, consiste à dresser w, inventaire de 
l'ensemble des gènes d 'un organisme 
pour étud ier leur organisation, leurs 
fonctions , leurs régulations et leurs inter­
actions. Les connaissances accumulées 
sur la structure des gènes et le dévelop­
pement d'outils d ' ana lyse massive 
ouvrent la voie à la mise au point et à 
l'utilisation en très grandes séries de nou­
veaux types de marqueurs moléculaires. 
La notion de SNP, recherche et exploita­
ton du polymorphisme à la base près, 
permet de connaître précisément de 
nombreux allèles au même locus chez un 
organisme. De là sont dérivées des tech­
nologies, puce à ADN (DNA chip) ou 
spectromètre de masse, associées à des 
outils informatiques de plus en plus per­
formants, qui réalisent des génotypages 
sur un grand nombre de locus er sur un 
grand nombre d'individus, rapidement er 
très précisément. Ces techniques sont, 
pour l' instant, le plus souvent réservées à 
la génétique humai ne et à celle de cer­
tains microorganismes. Dans le domaine 
végétal, deux plantes modèles, Arabidop­
sis et le riz, font l'objet d'un séquençage 
génomique complet et seront étudiées 
avec rous les outils de la génomique 
fonctionnelle. D'autres plantes, représen­
rarives d 'un e grande famille végétale, 
modèles pour une grande fonction phy­
sio logique ou économ iquement très 
importante, profiteront d'études impor­
tantes de génomique structurale er fonc­
tionnelle. La génomique comparative 
permettra d'atteindre une synergie de 
connaissances encre les études menées sur 
différentes espèces. Dès lors, les nou­
veaux types de marqueurs moléculaires 
issus des connaissances en génomique 
végétale pourront être mis en œuvre sur 
de très nombreuses plantes er ouvriront 
certainement de nouvelles voies à la 
générique végétale er à ses grandes appli­
catio ns, l'analyse des ressources géné­
riques et l'améliorarion des plantes • 
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Les marqueurs moléculaires, directement issus du polymorphisme existant au 
niveau de l'ADN, sont désormais utilisés fréquemment pour l'analyse des res­
sources génétiques et dans les programmes d'amélioration des plantes. Leurs carac­
téristiques permettent de les séparer en deux familles. La première est constituée 
par les marqueurs codominants et révélés individuellement dont les plus courants 
sont les marqueurs RFLP et microsateltites. La seconde famille est constituée par 
les marqueurs dominants et révélés « en masse» . Ils sont générés par des tech­
niques de type RAPD ou AFLP qui permettent de réaliser facilement des 
empreintes génériques. Chaque type de marqueur est décrit et la technique de 
laboratoire qui permet de le révéler est expliquée. En fonction de leurs caractéris­
tiques propres, génétiques et techniques, les domaines d'application les plus perti­
nents de chacun (analyse de phylogénie, de structuration de la diversité génétique 
ou établissement de cartes génétiques) sont proposés. 
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