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A. INTRODUCTION

Le présent document (Directives BMT) contient des directives en vue de I'éaboration de
méthodes harmonisées qui serviront a produire des données moléculaires de haute qualité
destinées a diverses applications. Les Directives BMT ont également pour but de permettre
I’ élaboration de bases de données contenant des profils moléculaires de variétés végétales, qui
peuvent étre produits dans différents laboratoires a I’ aide de diverses techniques. En outre,
I’ objectif est de définir des exigences élevées en ce qui concerne la qualité des marqueurs et
I"intérét de générer des données reproductibles a I’ aide de ces marqueurs dans des situations
ou le matériel ou les réactifs chimiques peuvent varier. Des précautions particuliéres doivent
étre prises pour assurer la qualité des données saisies dans la base de données.

B. PRINCIPES GENERAUX
1 Sélection dela méthode a appliquer aux marqueurs moléculaires
11 Les critéres ci-apres sont importants dans la sélection d’ une méthode :

a)  reproductibilité de la production de données entre laboratoires et plates-formes
de détection (différents types de matéridl);

b)  possibilité de répétition dans le temps;

c)  pouvoir dediscrimination;

d) possibilités de compilation dans des bases de données; et

€) accessibilité delaméthode.

1.2 Compte tenu du progres technique et de I’évolution du matériel, il importe, pour
assurer la viabilité des bases de données dans le temps, que I'interprétation des données
produites soit indépendante de I'équipement utilisé pour les produire. C'est le cas, par
exemple, des données de séquences d ADN. A I’origine, pour produire de telles données, on
utilisait des amorces marquées de fagon radioactive et des gels de séquences d’ ADN, aors
qu’ on peut utiliser aujourd’ hui des teintures fluorescentes avant de procéder a une séparation
sur des systémes d’ é ectrophorese en gel capillaire a débit élevé, largement automati sés.

13 Malgré ces différences, les données produites al’ aide des diverses technigues restent
cohérentes entre elles, indépendamment des techniques utilisées pour les produire. Cela peut
s appliquer également aux données produites, par exemple, par des microsatellites d ADN
(répétitions de sequences simples — SSR) ou des techniques de polymorphismes
nucléotidiques (SNP). Ces possibilités de répétition et de reproduction sont importantes pour
la construction, le fonctionnement et |a longévité des bases de données, et notamment pour la
création d’une base de données centrale aimentée & I’ aide de données vérifiées émanant de
différentes sources.

14 Les techniques moléculaires qui s appliquent aisément aux profils des variétés sont
limitées par le fait que les données doivent pouvoir étre répétées, étre reproductibles et étre
cohérentes. Ainsi, s les diverses techniques de profils d ADN a locus multiples ont été
utilisées avec succes pour la recherche, il est difficile d’ enregistrer dans bon nombre d’ entre
elles une quelconque codominance et la reproductibilité des configurations de bandes entre
laboratoires utilisant des équipements différents risque d’ étre problématique.
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15 Ces facteurs sont source de difficultés dans le cadre des profils de variétés. C'est
pourquoi le présent document contient essentiellement des considérations et des
recommandations concernant des applications de SSR (microsatellites) bien définies et qui ont
fait I’objet des recherches appropriées et, pour I'avenir, les informations de séquencage
(Cest-adire lesSNP). D’autres techniques reposant sur des informations relatives aux
séquences d’ ADN, telles que les séquences polymorphes amplifiées coupées (CAPS) et les
régions amplifiées caractérisées par des séquences (SCARS) sont elles aussi susceptibles de
satisfaire aux critéres susmentionnés, mais leur utilisation dans le cadre des profils d ADN
des variétés végétales n’ a pas encore été exploree.

2. Choix des marqueurs moléculaires

2.1 Criteres généraux

Les critéeres généraux suivants utilisés pour le choix d'un marqueur spécifique ou d'un
ensemble de marqueurs S appliquent aux marqueurs moléculaires quelle que soit leur
utilisation, méme s certaines utilisations particulieres peuvent imposer |I'application de
critéres supplémentaires :

a) leniveau nécessaire de polymorphisme;

b) larépétabilité au sein d' un laboratoire et la reproductibilité d’ un laboratoire a
I’ autre en terme de notation des données,

c) larépartition connue des marqueurs dans I’ ensemble du génome (C’ est-a-dire,
la cartographie), information qui, bien que non indispensable, est utile pour
éviter de choisir des marqueurs qui pourraient étreliés; et

d) éviter, dans la mesure du possible, des marqueurs avec des alées “null”
(C'est-a-dire des aléles dont |'effet se manifeste par une absence de produit
PCR au niveau moléculaire), ce qui, a nouveau, n’est pas indispensable, mais
conseillé.

2.2 Critéres applicables a certains types de margueurs moléculaires

221 Marqueurs microsatellites

2.2.1.1 L’analyse des répétitions de séquences simples (SSR ou microsatellites: voir le
glossaire) a I’aide de I'amplification en chaine par polymérase (PCR), largement utilisée
aujourd’ hui, présente plusieurs avantages.

2.2.1.2 Les marqueurs SSR sont codominants, et sont généralement faciles a noter (ou a
enregistrer) et a cartographier. Utilisés et analysés par différents laboratoires, ils se sont
révélés, dans certaines conditions expé&rimentales, en général robustes et reproductibles. En
outre, ils peuvent étre analyses a I’ aide de séquenceurs a ADN automatiques, a haut débit et
non radioactifs, basés sur un systéme d’ électrophorése sur gel, ou par capillaires, et plusieurs
d entre eux peuvent étre analyses simultanément (multiplexage).

2.2.1.3 Pour une analyse par microsatellite efficace, il est essentiel de choisir des marqueurs
de grande qualité. Il convient notamment de tenir compte des é éments suivants :

a) degré dimportance des artefacts (production d’une série d’'une ou plusieurs
bandes, différentes en taille par une unité de répétition);
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b) pics (n+l); la Tag-polymérase goute souvent 1 paire de bases (pb) a la fin
d’ un fragment, ce qui peut étre évité grace a l’ utilisation d’amorces “tressées’
(voir le glossaire);

¢) latailledu produit d’ amplification;

d) la séparation réelle entre les divers aléles avec des systemes de détection
adaptés;

€e) notation fiable et reproductible des alleles avec des systemes de détection
différents;

f)  leniveau de polymorphisme entre les variétés (il est a noter que cela nécessite
I"analyse d’'un nombre important de vari&tés);

g) éviter lesliaisons.

2.2.1.4 Pour la notation des SSR dans différents laboratoires et avec des équipements de
détection différents, il est indispensable que les alléles de référence (¢ est-a-dire les séries de
variétés) soient définis et inclus dans toutes les analyses. Ces alléles de référence sont
nécessaires car les standards de poids moléculaire varient selon les divers systemes de
détection disponibles actuellement, de sorte qu’ils ne conviennent pas a I’ identification des
dlées.

2.2.1.5 Les amorces utilisées dans un laboratoire donné devront étre synthétisées par un
fournisseur attitré , afin de réduire les risques d obtention de profils d ADN différents a partir
d’ amorces synthétisées par plusieurs sources.

2.2.2  Polymorphisme nucléotidique simple (S\P)

Les polymorphismes nucléotidiques ssmples (SNP: voir le glossaire) peuvent étre détectés
par séquencage d’ADN, technique courante qui offre généralement des niveaux élevés de
répétabilité dans le temps et de reproductibilité entre laboratoires. Cela étant, la détection de
SNP spécifiques peut étre effectuée al’ aide de diverses techniques dont beaucoup ne sont pas
encore couramment utilisées. De par leur nature, les SNP n’ ont que deux états aléliques dans
les plantes diploides, mais il peut en étre autrement dans le cas des plantes polyploides dans
lesquelles il y aura des effets de dosage. La simplicité des SNP fait que leur notation est
relativement aisée et fiable. Cela signifie également qu'il faudra peut-étre analyser un
nombre important de marqueurs, soit indépendamment, soit sous forme de multiplexes, afin
d obtenir des profils efficaces et fiables d’ un génotype particulier.

3. Acces alatechnologie

Certains marqueurs et matériel moléculaires sont accessibles au public. Cela étant,
I’ obtention de marqueurs SSR de grande qualité, par exemple, suppose vraisemblablement un
investissement important, de sorte qu’il est probable que certains marqueurs et autres
méthodes ou matériel soient protégés par des droits de propriété intellectuelle. L’UPQV amis
au point des directives en vue de I’ utilisation de produits ou de méthodes qui font I’ objet de
droits de propriété intellectuelle et il convient de les suivre aux fins des présentes directives.
Il est recommandé de régler les questions concernant les droits de propriété intellectuelle
avant d’ entreprendre tous travaux préliminaires.
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4. Matériel a analyser

La source et le type de matériel ainsi que le nombre d échantillons a analyser sont les
questions essentielles a se poser en ce qui concerne le matériel a analyser.

4.1 Source du matériel végétal

Le matériel végétal aanalyser doit étre un échantillon authentique et représentatif de la variété
et, lorsque c'est possible, étre obtenu a partir de I’échantillon de la variété utilisé pour
I’examen aux fins de I'octroi des droits d obtenteur et de I'enregistrement officiel.
L’ utilisation d’ échantillons du matériel remis pour |’examen aux fins des droits d’ obtenteurs
ou de I’ enregistrement officiel devrafaire |’ objet, selon le cas, d' une autorisation de I’ autorité
compétente, de I’ obtenteur ou du conservateur. Les plantes sur lesquelles les échantillons
sont prélevés devraient pouvoir étre retrouvées dans le cas ou il apparaitrait par la suite que
certaines d’ entre elles ne sont pas représentatives de la variété.

4.2 Type de matériel végéta

Le type de matériel végétal a échantillonner et la procédure d’ échantillonnage a suivre en vue
de I’extraction d ADN dépendront, dans une large mesure, de |’ espéce vegétale concernée.
Ainsi, dans le cas des variétés reproduites par voie sexuée, la semence peut servir de source
d ADN, alors gque, dans le cas des variétés multipliées par voie végétative, I’ADN peut étre
extrait a partir des feuilles. Quelle que soit la source du matériel végétal, la méthode
d échantillonnage et d extraction de I’ ADN devrait étre normalisée et référencée. En outre, il
conviendra de vérifier que les méthodes d échantillonnage et d extraction permettent
d obtenir des résultats d’analyse ADN stables.

4.3 Tailledel’ échantillon

Il est essentiel que les échantillons prélevés pour I’ analyse soient représentatifs de la variété.
En ce qui concerne la représentativité de lavariété, il convient de prendre en considération les
particularités de la reproduction ou multiplication de la variété (voir I’ Introduction générale).
La taille de I’échantillon doit étre déterminée conformément a des procedures statistiques
appropriées.

4.4 Echantillon d’ ADN de référence

Il est recommandé d établir, conformément aux sections 4.1 a 4.3, une collection
d échantillons d ADN de référence a partir du matériel végétal échantillonné. Cela a pour
avantage de permettre de stocker les échantillons d ADN de référence et de les transmettre a
d autres laboratoires. Les échantillons d’ ADN doivent étre conservés dans des conditions
empéchant leur dégradation.

5. Nor malisation des protocoles analytiques
5.1 Introduction

Le présent document n’a pas pour objectif de fixer des protocoles techniques détaillés pour la
production de profils ADN des variétés. En principe, toute méthodologie analytique
appropriée peut étre utilisée, mais il importe qu'elle soit diment validée. On peut soit
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appliquer une méthode de validation reconnue a I’ échelle internationale, soit élaborer une
méthode fondée sur les résultats. Dans un cas comme dans | autre, il est utile de prendre en
considération un certain nombre de principes généraux.

Toute méthode utilisée pour I’ établissement de descriptions de génotypes et la construction de
bases de données doit étre techniquement simple a mettre en oauvre, fiable et slre, et
permettre une notation aisée et indiscutable des profils de marqueurs dans les différents
laboratoires. Cela suppose un certain degré de normalisation, par exemple dans le choix des
marqueurs et des alleles de référence et dans la désignation et la notation des alleles.

52 Critéres qualitatifs

521 Il importe de prendre en considération certains critéres de qualité concernant,
par exemple:

a) laquaitédel’ ADN;

b) lesméthodesd extraction del’ADN

c) lesséquences d amorces utilisées;

d) lapolymérase autiliser dans les méthodes fondées sur la PCR;

€) en ce qui concerne les méhodes fondées sur la PCR, la quantité ou la
concentration de chague composante de PCR et des autres composantes; et

f)  lesconditions de cycles de PCR.

5.2.2 Ladescription détaillée de la méthode appliquée doit figurer dans un protocole.

53 Phase d’ évaluation

5.3.1 Introduction

Afin de choisir les marqueurs qui conviennent et de produire des protocoles de laboratoire
acceptables pour une espece donnée, il est recommandé de prévoir une phase d’' évaluation
préliminaire impliquant I'intervention de plusieurs laboratoires (méthode de validation
reconnue a |’échelle internationale, par exemple un test d'étalonnage effectué selon des
normes internationalement reconnues). Cette phase doit étre principalement consacrée au
choix d'une série de margueurs, ce qui suppose habituellement I’ évaluation des marqueurs
existants, gu’ils soient publiés ou disponibles par d’ autres moyens. Le nombre de marqueurs
a évaluer est variable et dépend des possibilités offertes par les différentes especes. Les
marqueurs doivent étre tirés de sources fiables (par exemple, des publications examinées
collégialement) et provenir de fournisseurs confirmés. Le choix définitif du nombre de
marqueurs sera fonction d’ un arbitrage entre le colt a supporter et lanécessité d’ obtenir en fin
de compte un ensemble satisfaisant de marqueurs agréés. L’ objectif consiste a éablir un
ensemble agréé de marqueurs qui peuvent étre analyseés, notifiés et enregistrés de fagon fiable
et reproductible dans différents laboratoires, avec la possibilité d'utiliser différents types
d’ équipements et différentes sources de réactifs chimiques, etc.

5.3.2 Choix desvariétés

Un nombre approprié de variétés, fondé sur la variabilité génétique al’intérieur de I’ espéce et
sur le type de variété concerné, doit étre choisi comme point de départ pour la phase
d évauation. Le choix des variétés doit rendre compte de leur diversité et, chague fois que
cela est possible, inclure certaines variétés apparentées et dautres variétés
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morphologiquement similaires, afin de pouvoir évaluer le niveau de discrimination dans de
tels cas.

5.3.3 Interprétation desrésultats

L’ étape d'évaluation suivante doit, s possible, comprendre une méthode de validation
reconnue internationalement, qui permette d évaluer objectivement |'ensemble de la
méthodologie. Tout marqueur posant des problémes dans I’un des laboratoires participant a
cette phase d’ évaluation ne doit plus étre utilisé par la suite. Dans la mesure ou il ressort de
I’ expérience empirique que la plupart des erreurs d analyse des vastes collections de variétés
semblent provenir d erreurs de notation, la construction de bases de données devrait étre
fondée sur des échantillons doubles (par exemple, différents sous-échantillons de semences de
laméme variété), ces derniers étant analysés par plusieurs laboratoires. Les sous-échantillons
(ou extraits d ADN provenant de ces sous-échantillons) pouvant étre échangés en cas de
divergence, cette méthode est trés efficace pour mettre en évidence les erreurs
d échantillonnage, ou les erreurs dues al” hétérogénéité al’ intérieur des échantillons. De plus,
elle permet d’ éliminer les éventuels produits de laboratoire.

54 Notation des données moléculaires

Un protocole de notation des alléles/bandes devrait étre mis au point avec la phase
d évaluation, afin de déterminer comment noter les é éments suivants:

a) adlées rares (C'est-a-dire aléles a locus spécifique apparaissant dans une
population a une fréquence inférieure a un seuil convenu (habituellement 5 a
10%));

b) alées a fréguence nulle (un aléle dont |'effet consiste en I’absence d'un
produit PCR al’ échelle moléculaire);

c) bandes “faibles” (c'est-a-dire des bandes dont I'intensité est inférieure a un
seuil de détection convenu, fixé soit empiriquement, soit automatiquement, et
dont la notation peut étre mise en question);

d) données manquantes (C est-a-dire tout locus pour lequel aucune donnée n’'est
enregistrée, pour quelque raison que ce soit, dans une ou plusieurs variétés);

€) bandes monomorphes (alées/bandes apparaissant dans chague variété
anaysée, c'est-adire qui ne sont pas monomorphes dans une collection
particuliere de variétés).

6. Bases de données

6.1 Type de base de données

Il existe de nombreux moyens de stockage des données moléculaires. C’'est pourquoi il
importe que la structure de la base de données soit élaborée de fagcon a s appliquer atoutes les
utilisations prévues des données.
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6.2 M odél e de base de données

Le modéle de base de données devrait ére défini par des experts en bases de données
informatiques, en liaison avec les utilisateurs. Chague modéle devrait contenir au minimum
Six objets principaux : espéce, variété, technique, marqueur, locus et alléle.

Technique - Marqueur

23 Technique de I'identification - Marqueur 0.0 23 Espéce de l'identification *{0.n.
_1_=

@1 1.1

23 Locus de l'identification 23 Données de I'identification
(1.1 23 Technique de I'identification - Marqueur 29 Variété de I'identification
[@3 Espéce de l'identification 23 Espéce de I'identification
e @__,EJ

29 Alléle de l'dentificati
23 Locus de I'identification

e

{111 29 Alléle de I'identification
{.@3 Variété de l'identification -f(1,1]

6.3 Dictionnaire de données

6.3.1 Dans une base de données, chacun des objets devient un tableau a I’ intérieur duquel
des champs sont définis. Par exemple:

a) Code technique/marqueur :

indique le code ou le nom de la technique ou le type de marqueur utilisé, p. ex. SSR,
NP, etc.

b) Codelocus:

indique le nom ou le code du locus pour les espéces concernées, p. ex. gwm 149, A2,
etc.

C) Codeadlée:

indique le nom ou le code de I'aléle d’un locus donné, pour les espéeces concernées,
p. ex. 1, 123, etc.
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d) Valeur des données :

indique une valeur de données pour I’'échantillon sur un locus-alele déterminég,
p. ex. 0 (absence), 1 (présence), 0,25 (fréquence), etc.

€) Variété:

lavariété est |’ objet pour lequel les données ont été obtenues.

f) Espéece:

I’ espéce est indiquée par le nom botanique ou le nom commun national, qui peut
également renvoyer au type de variété (p. ex. utilisation, type hiverna/printanier,

etc.). L'utilisation du code UPOV pourrait éviter les problemes liés aux synonymes
et serait avantageuse du point de vue de la coordination.

6.3.2 Dans chague tableau, le nombre de champs, leur nom et leur définition, les valeurs
possibles et les regles a suivre doivent étre définis dans le “dictionnaire de données”.
6.4 Liens entre | es tabl eaux
6.4.1 Lesliens entre les tableaux sont un aspect important de la conception de la base de
données. Lesliens entre les tableaux peuvent étre illustrés de la maniére suivante :
Tableau Lien Tableau Description
Femme 0 ou Enfant 0 : une femme peut N’ avoir
lan aucun enfant
(O, n) 1 an: unefemme peut avoir
de 1 anenfants (elle devient alors
une mere)
Enfant lal Femme Un enfant n"aqu’ une seule mere
(1,2) biologique
6.4.2 Le tableau suivant indique les liens entre les six objets principaux au minimum
comme proposé dans le modéle de la section 6.2 :
Tableau Lien Tableau description
Technique/ 0 ou Locus 0 : une technigue ou un marqueur
marqueur lan peut figurer dans le champ
technique/marqueur méme si aucun
locug/allele n’est encore utilise
dans la base de données
1an: untypedéterminé de
marqueur peut donner 1 an
données utiles
Locus lal Technique/ Un locus est défini dans le champ
marqueur d’ application d’ une technique ou
d’un marqueur déterminé
Locus lan Allédle Pour chague locus 1, ou supérieur a
1, I’adléle peut étre décrit
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Allde lal Locus Un alée est défini dans le champ
d un locus déterminé
Allde 0 ou Donnée 0: un dlée peut étre défini, mais
lan sans données
lan:unaléepeut étretrouvé
dans 1 an données
Donnée lal Alldle Ladonnée correspond aun adléle
déterminé
Variété 0 ou Donnée 0: lavariéé n apas de données
lan 1 an: lavariété ades données
Donnée lal Variété La donnée correspond a une variété
déterminée
Donnée lal Espece La donnée est obtenue pour
une variété déterminée, puis pour
les espéces de cette variété
Espece 0 ou Donnée 0 : une espece peut N’ avoir aucune
lan donnée.
1an: uneespece peut avoir Lan
données.
6.5 Transfert des données dans |a base de données

Pour réduire le nombre d'erreurs dans le transfert et la transcription des données, il est
conseillé d’ automatiser au maximum le transfert des données dans les bases de données.

6.6 Acces aux données et propriété des données

Avant toute chose, il est recommandé de régler les questions concernant la propriété des
données et I’ accés ala base de données.

6.7 Analyse des données

La méthode d’' analyse a appliquer serafonction de lafinalité de I’analyse. C’est pourquoi les
présentes directives ne contiennent aucune recommandation specifique.

6.8 Validation des bases de données

Une fois la phase d’ élaboration de la base de données achevée, il est recommandé de mener
un essa “en aveugle’, c'est-a-dire de distribuer un nombre d échantillons aux différents
laboratoires et de leur demander d appliquer pour leur identification le protocole adopté en
liaison avec la base de donneées.
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7. Résumé

On trouvera ci-apres un résumeé de la méthode qu’il est recommandé de suivre en vue du
choix et de I'utilisation des marqueurs moléculaires aux fins de I’ éaboration de bases de
données centrales et durables des profils ADN des variétés (¢’ est-a-dire de bases de données
pouvant étre alimentées a |'avenir par des données provenant de plusieurs sources,
indépendamment de la technique utilisée).

a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)

h)
)
)
K)

choisir une méthode plante par plante;

déterminer les types et les sources de marqueurs acceptabl es;

déterminer les plates-formes et |’ équipement de détection acceptables;

convenir des laboratoires qui participeront al’ essai;

se mettre d’ accord sur les questions de qualité (voir la section 5.2);

vérifier lasource du matériel végétal utilise (voir la section 4);

déterminer les marqueurs a utiliser lors de la phase préliminaire d’ évaluation
en commun, qui doit impliquer plusieurs laboratoires et des équipements de
détection différents (voir la section 2);

réaliser une évaluation (voir la section 5.3);

mettre au point un protocole de notation des données moléculaires (voir la
section 5.4);

convenir de I’ ensemble matériel/référence végétal(e) a analyser; et de la (des)
source(s);

analyser la collection de variétés retenue, dans différents laboratoires et au
moyen d’équipements de détection différents, en utilisant des échantillons
doubles et échangeant |es échantillons/extraits d ADN en cas de probléme;
utiliser dans toutes les analyses des variétés/échantillons d’ ADN/alléles de
référence;

vérifier toutes les étapes (y compris la saisie des données) — automatiser les
opérations au maximum;

mener un “en aveugle’ dans différents laboratoires a I’ aide de la base de
données,

adopter les procédures relatives al’ adjonction de nouvelles données.
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GLOSSAIRE

Microsatellites, ou répétitions de séquences simples (SSR)

Les microsatellites, ou répétitions de séquences simples (SSR) sont des séquences d’ ADN
répétées en tandem, en généra avec une unité de répétition de 2-4 paires de bases (par
exemple, GA, CTT et GATA). Dans de nombreuses espéeces, il a éé mis en évidence que des
aléles multiples existent pour certains microsatellites en raison de variations dans e nombre
de copies de cette unité de répétition. Les microsatellites peuvent étre analyses par la
méthode de PCR (amplification en chaine par polymérase) au moyen d’ amorces spécifiques.
Il sSagit d’une procédure connue sous le nom de méthode des sites microsatellites étiquetés
par une séquence (STMS). Les aléles (produits PCR) peuvent alors étre séparés par
électrophorése en gel dagarose ou de polyacrylamide. Pour éaborer des sites de
microsatellites par séquences répertoriées, il est nécessaire d avoir des informations sur la
séquence d’ ADN flanquant le microsatellite. Ces informations peuvent parfois étre obtenues
dans des bases de données existantes sur les séquences d' ADN; a défaut, elles devront étre
obtenues de maniere empirique.

Polymor phismes nucléotidiques (SNP)

L es polymorphismes nucléotidiques (SNP) (que I’ on prononce “snips’) sont des variations de
séquences d' ADN qui se produisent lorsgu’un seul nucléotide (A, T, C ou G) de la séquence
de génomes est adtéré. Un SNP peut par exemple transformer la séquence dADN
A@GGCTAA en AGGCTAA. D’une maniére générale, pour gu'une variation soit
considérée comme un SNP, il faut qu’ elle se produise dans au moins 1 % de lapopulation. Le
nombre possible de marqueurs SNP est trés élevé, ce qui veut dire que |’ on devrait pouvoir les
rencontrer dans toutes les parties du génome. Les SNP se produisent alafois dansles régions
de codage (géne) et de non-codage du génome. La découverte de SNP implique un
séquencage comparatif des nombres d'individus tirés d’ une population. Plus communément,
les SNP potentiels sont identifiés par comparaison des séquences alignées a partir des bases
de données de séquences disponibles. Bien gu’ elles puissent étre détectées par procédées
ACP + éectrophorése en gel assez simples, des procédures a micromatrices a débit éleveé sont
en train d’ étre élaborées en vue de la notation automatique et simultanée de centaines de
locus PCR.

Séquences polymor phes amplifiées coupées (CAPS)

Les séquences polymorphes amplifiées coupées (CAPS) sont des fragments d ADN amplifiés
par PCR al’aide d’amorces a 20-25 pb, suivis, apres digestion, d’ une phase d’ endonucl éase
par restriction. A la suite de cela, les polymorphismes de taille résultant de la variation dans
I” apparition des sites de restriction sont identifiés au moyen de |’ électrophorese en gel des
produits digérés. Comparés aux marqueurs tels que les RFLP (polymorphismes de taille des
fragments de restriction), les polymorphismes sont plus difficiles a identifier en raison de la
taille limitée des fragments amplifiés (300-1800 pb). Cela dit, I'analyse des CAPS ne
nécessite pas d’ hybridation par tache de Southern, ni de détection radioactive. Jusgu’a ce jour
et d’'une maniére générale, les séquences CAPS ont servi avant tout a la cartographie des
genes.
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Régions amplifiées caractérisées par des sequences (SCARS)

Les régions amplifiées caractérisées par des séquences (SCARS) sont des fragments d ADN
amplifiés par PCR a I’aide d’amorces spécifiques a 15-30 pb, congus a partir des sequences
polymorphes identifiées préalablement. En faisant appel a des amorces avec PCR plus longs,
les SCARS permettent d’ éviter le probleme de la faible capacité de reproduction. De plusiil
s agit habituellement de marqueurs codominants. Les SCARS, qui sont propres au locus, ont
été appliquées aux études de cartographie génétique ainsi que dans la sélection assistée de
marqueurs.

Tresses
Dans I’ analyse SSR, |e processus de “tresses’ est I’ addition d’ une séquence d’ oligonucl éotide

courte specifique aux amorces utilisées dans la PCR, comme moyen d’améliorer la clarté des
produits d’ amplification et de réduire les produits.

Alldleafréguencenulle

Dans I’analyse SSR, un “aléle a fréguence nulle” est un alléle placé dans un locus particulier
dont I’ effet se manifeste sous forme d’ absence d’ un produit PCR.

Bandes a répétition

Dans I’analyse SSR, les “bandes a répétition” consistent en une série d une ou de plusieurs
bandes, se distinguant I’une de |’ autre en taille par une unité de répétition, suite ala PCR.

[Fin du document]



