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Avant-propos

La naissance de l’agriculture marque les débuts de l’amélioration des plantes. Elle remonte au paléolithique, il y a dix à douze mille ans, lorsque des groupes humains, qui tiraient jusque là l’essentiel de leur subsistance de la cueillette, de la chasse et de la pêche, se sont sédentarisés. Depuis cette époque et jusqu’au milieu du XIXe siècle s’est déroulé le processus de domestication de la quasi-totalité des plantes aujourd’hui cultivées. Celles-ci passèrent du statut d’espèce sauvage à celui d’écotype ou de variété traditionnelle en acquérant progressivement un ensemble de caractéristiques plus ou moins éloignées de celles de leurs ancêtres, qui constitue le « syndrome de domestication ». Cette domestication a eu lieu soit dans des espaces très limités — comme pour le maïs et la pomme de terre, pour leur histoire précolombienne —, soit sur plusieurs continents comme c’est le cas du riz et du sorgho. L’évolution des espèces cultivées s’est donc effectuée sous l’effet de pressions de sélection environnementales et humaines liées à des processus à la fois cumulatifs et divergents, d’introgression permanente et de diversification. L’homme a exploité cette diversité en valorisant tout d’abord les ressources de son environnement immédiat puis, à partir du XVIe siècle, celles que l’essor des échanges et des transports rendait accessibles. Ainsi est née une infinité de systèmes de culture, qui constituent chacun une réponse originale aux besoins et aux contraintes propres à chaque communauté humaine.


Jusque dans les années 30, l’amélioration variétale moderne fondée sur les schémas de sélection reposait uniquement sur l’utilisation de variétés ou d’écotypes traditionnels et la notion de ressources génétiques était limitée aux plantes cultivées. A la suite des travaux de Vavilov, cette notion s’est étendue aux espèces sauvages apparentées puis aux genres de plus en plus éloignés. Néanmoins, l’importance des ressources génétiques n’est apparue réellement qu’avec la menace de leur disparition. Ce phénomène a été particulièrement marqué en Europe après la Seconde Guerre mondiale. En effet, les équilibres naturels des milieux ont été fortement perturbés du fait de l’extension considérable des agglomérations aux dépens des zones agricoles, de la mise en culture, avec ou sans déforestation, de nouveaux espaces, souvent peu adaptés et fragiles, et de la dégradation de vastes régions naturelles, jusque là préservées.


Consciente de ce risque, la communauté scientifique internationale s’est mobilisée dans les années 60-70 pour collecter et conserver un maximum de ressources génétiques, en donnant la priorité aux espèces alimentaires qui présentaient un intérêt économique majeur à l’échelle mondiale. C’est ainsi qu’une multitude de collections ont été rassemblées à travers le monde. La FAO a publié une synthèse sur ce sujet, le Rapport sur l’état des ressources phytogénétiques dans le monde, à l’occasion de la Conférence internationale de Leipzig de juin 1996. Actuellement, la plupart de ces collections ont atteint une taille qui rend difficiles leur entretien et la caractérisation systématique de leurs accessions. La question de leur gestion se pose de manière aiguë. Il devient nécessaire de trouver un équilibre entre conservation, évaluation et utilisation des ressources génétiques. Sans évaluation, il n’y a pas d’utilisation raisonnée possible, sans utilisation, la conservation perd sa justification pour les institutions qui ne sont pas spécifiquement mandatées pour l’assurer.


Pour répondre à ces préoccupations, Frankel et Brown ont introduit dans les années 80 le concept de core collection, qu’ils définissent comme un échantillon limité d’accessions issues d’une collection plus vaste, dite de base, et choisies pour représenter au mieux le spectre de diversité existant. Une telle core collection peut servir de nombreux objectifs. Elle permet d’identifier le matériel dont la conservation est prioritaire, mais aussi d’accéder de manière rationnelle à la diversité génétique disponible dans la collection de base, ce qui facilite la recherche de nouvelles sources de caractères utiles pour la sélection.


En général, on dispose pour les collections de base d’informations « passeport », comme l’origine géographique et écologique des accessions. Ces informations sont complétées le cas échéant par des données morphotaxonomiques, agronomiques et génétiques issues des marqueurs biochimiques (isoenzymes, polyphénols...) ou moléculaires (RFLP, RAPD...).


Lors de la construction d’une core collection, les caractères utiles sont prioritaires pour le sélectionneur, mais leur évaluation directe est parfois lourde et peut cacher des déterminismes génétiques complexes. De plus, cette évaluation peut être obérée par la méconnaissance des contraintes qui pèseront sur la culture dans le futur. D’un autre côté, les marqueurs génétiques moléculaires ne sont d’aucune utilité directe, mais ils traduisent des structures de diversité générale, qui peuvent à leur tour servir de base pour construire la core collection. En effet, les marqueurs révèlent parfois des groupes d’accessions partiellement isolés les uns des autres, qui peuvent avoir fixé des allèles distincts pour des caractères utiles, par effet de fondation, par dérive génétique ou encore sous l’action de différentes pressions de sélection.


Les relations entre les deux niveaux de variabilité — celui des marqueurs génétiques moléculaires, probablement en majorité neutres, et celui des caractères agronomiques, généralement plus complexes et soumis à une sélection naturelle ou humaine — sont mal connues. Elles sont au cœur des préoccupations de la communauté scientifique impliquée dans la gestion des ressources génétiques, comme cela apparaît dans les conclusions du colloque sur les ressources génétiques végétales et animales et leurs méthodologies d’étude et de gestion, organisé par l’INRA et le BRG à Montpellier, en septembre 1993.


Ces relations varient probablement en fonction de la structure des populations. Elles seront généralement fortes s’il existe des déséquilibres gamétiques forts. Mais pour avancer dans cette réflexion, il convient d’aborder des questions précises : les différents types de marqueurs moléculaires sont-ils équivalents ? de fortes structurations à l’échelle moléculaire, qui témoignent de déséquilibres gamétiques généralisés sur l’ensemble du génome, sont-elles systématiquement associées à de fortes structurations pour les caractères agronomiques ? les structures à ces deux niveaux sont-elles alors concordantes ?


Plusieurs méthodes ont été proposées pour construire des core collections. En règle générale, elles reposent sur une stratification de la collection de base puis sur un prélèvement aléatoire au sein de chaque groupe ainsi défini selon différentes modalités. Lorsque des données d’évaluation morphoagronomiques sont disponibles, il est intéressant de considérer la structure de la diversité génétique établie à l’aide des marqueurs génétiques afin de maximiser la diversité agronomique et de minimiser la perte des allèles rares de manière globale mais ponctuellement importants.


La constitution d’une core collection doit donc s’appuyer sur une excellente description des populations et sur une bonne compréhension de leur structuration. Les outils statistiques sont ici indispensables. Ainsi, pour chaque type de marqueur, il est important d’utiliser une mesure de dissemblance entre les unités taxonomiques (individus ou populations) pertinente au regard de ses propriétés mathématiques et de son interprétation en termes génétiques. De même, le choix des algorithmes de représentation des dissimilarités doit reposer sur un équilibre entre une efficacité maximale et une complexité minimale, afin d’être en mesure de traiter des tableaux de grande taille, supérieure à 100 individus. La comparaison des structurations observées à l’aide des différents types de descripteurs permet de considérer de manière globale l’organisation de la diversité génétique chez une plante. Cette question peut être abordée de différentes manières et, entre autres, en recherchant les structures communes à deux ou plusieurs arbres. Dans ces conditions, comment construire des arbres consensus ou des arbres minimaux communs ? Quelle est leur fiabilité et leur signification biologique ?


Cet ouvrage fournit des éléments de réponse à ces questions en partant de l’étude de onze plantes, choisies de façon à couvrir une large gamme de caractéristiques biologiques (plantes pérennes, annuelles, autogames, allogames...) : les agrumes, le bananier, le cacaoyer, le caféier, la canne à sucre, le cocotier, l’hévéa, le manioc, le mil, le riz et le sorgho. Trois chapitres méthodologiques viennent compléter ces études : le premier est consacré à l’utilisation des marqueurs biochimiques et moléculaires pour analyser la diversité des collections, le deuxième traite de l’analyse des données et le troisième décrit une méthode de constitution de core collections fondée sur la maximisation de la variabilité.




Abstract

Genetic diversity of cultivated tropical plants

It was in the 1960s that the scientific community first became aware of the threat that disrupting natural environments posed to the germplasm of numerous cultivated species. It began working to collect that germplasm, and thus it was that a multitude of collections were set up worldwide. These collections are now so large that they are proving difficult to maintain and characterize, and their management has become a crucial issue. Germplasm conservation, evaluation and usage all need to be rethought.


In response to those concerns, Frankel and Brown introduced the idea of core collections in the 1980s: a sample of accessions from a larger collection is taken to provide as accurate a picture as possible of the existing range of diversity. However, according to which criteria and using which tools should the sample be chosen?


Agronomic criteria are primordial for breeders, but are sometimes difficult to evaluate, and their genetic determinism is often complex. Molecular genetic markers, which are of no direct use, reveal the structure of the existing diversity, which can be used as the basis for setting up a core collection. Little is known about the relations between these two levels of variability: are the different types of molecular markers equivalent? does a strong molecular structure systematically mean a strong structure based on agronomic criteria too? do the two types of structure necessarily tally?


Statistical tools, which can be used to analyse the resemblances between individuals or populations, are essential in identifying the structure of diversity, if indeed it is structured. But which method is most appropriate for each type of marker, how reliable is the picture it gives of diversity and what biological significance can it be assumed to have?


This work goes some way towards answering those questions, based on a study of the genetic diversity of eleven tropical plants. Three methodological chapters — on biochemical and molecular marking, data analysis and setting up core collections — complement the study.





Les méthodes de marquage biochimique et moléculaire

Laurent Grivet, Jean-Louis Noyer











 Les marqueurs biochimiques et moléculaires ont de nombreuses applications en génétique des plantes. Ils permettent d’observer, de façon plus ou moins fine, le polymorphisme de séquences de l’ADN d’un certain nombre de sites ou de locus répartis sur le génome. Plus précisément, les marqueurs biochimiques révèlent le polymorphisme des séquences de certaines protéines et donc, de façon indirecte, le polymorphisme des séquences d’ADN à partir desquelles elles sont traduites. Les marqueurs moléculaires révèlent directement le polymorphisme de l’ADN, les séquences ciblées correspondant ou non à des séquences codantes.



 De par leurs propriétés, les marqueurs biochimiques et moléculaires constituent un outil puissant pour étudier la structuration de la variabilité génétique au sein d’une espèce et retracer son histoire évolutive. Ils sont très pénétrants, c’est-à-dire que leur niveau d’expression est peu affecté par l’environnement ou le fond génétique. Ils permettent donc de comparer des individus ne figurant pas dans les mêmes essais ou établis en collections dans des lieux différents. On admet généralement qu’ils révèlent un polymorphisme neutre, c’est-à-dire non soumis à la sélection. Ils sont relativement peu sensibles à l’homoplasie : le risque est faible d’observer deux allèles identiques mais résultant d’histoires mutationnelles différentes.


 Ce chapitre vise à préciser les caractéristiques des différentes techniques de marquage biochimique et moléculaire disponibles pour étudier la diversité des collections de matériel génétique chez les plantes. Il existe maintenant plus d’une dizaine de techniques de marquage génétique (voir par exemple, WEISING et al., 1995 ; KARP er al., 1996 ; SANTONI, 1996 ; KARP et al., 1997 ; KARP et al., 1998 ; DE VIENNE et SANTONI, 1998). Nous en aborderons cinq, largement répandues ou prometteuses : les isoenzymes, les RFLP (restriction fragment length polymorphism), les RAPD (random amplified polymorphic DNA), les AFLP (amplified fragment length polymorphism) et les microsatellites. Le principe de chaque technique est brièvement décrit en annexe. Après avoir rappelé la structure du génome des plantes, nous décrirons les aspects méthodologiques — séquences ciblées, nature et niveau du polymorphisme détecté, similarité génétique — et pratiques — coût, rapidité de mise en œuvre, infrastructures nécessaires — qui différencient ces cinq techniques.


Rappels sur l’organisation et la variabilité du génome des plantes


L’organisation du génome

Le génome des plantes est distribué dans trois compartiments cellulaires : les mitochondries, les chloroplastes et le noyau.


Le génome mitochondrial est composé d’une molécule d’ADN maître circulaire de 200 à 2 500 kilobases (1 kilobase = 1 kb = 103 paires de bases) suivant les espèces, comportant 100 à 120 gènes. Le génome chloroplastique est aussi circulaire et sa taille est d’environ 150 kilobases. Il porte une centaine de gènes. Les génomes chloroplastique et mitochondrial sont, le plus souvent, hérités par la voie maternelle.


Le génome nucléaire est composé d’autant de molécules linéaires qu‘il y a de chromosomes. Les gènes sont dispersés dans une matrice d’ADN non codant, essentiellement constituée d’ADN répété. La taille du génome nucléaire varie de façon considérable d’une espèce à l’autre : elle est de l’ordre de 400 mégabases (1 mégabase = 1 Mb = 106 paires de bases) chez le riz et de 16 000 mégabases chez le blé tendre. Le plus gros génome nucléaire connu chez les angiospermes, celui de Fritillaria assyriaca, contient 600 fois plus d’ADN que le plus petit, celui d’Arabidopsis thaliana (BENNETT et SMITH, 1991). Ces variations sont dues à des différences de niveau de ploïdie et surtout à des différences de quantité d’ADN répété dispersé non codant. On estime que le nombre de gènes portés par un génome nucléaire de plante est compris entre 20 000 et 50 000. Bien que diluée, l’information contenue dans le noyau reste donc nettement plus importante que celle qui est contenue dans les organites cytoplasmiques. Le génome nucléaire a une hérédité biparentale via la méiose et la fécondation.




Le polymorphisme de l’ADN

Le polymorphisme de l’ADN résulte de l’accumulation de mutations, c’est-à-dire de modifications de séquences sous l’action de facteurs endogènes ou exogènes. Les mutations peuvent se présenter sous la forme de macroréarrangements visibles à l’échelle cytogénétique (délétion, translocation, inversion) ou sous la forme de modifications ponctuelles de séquences.


Les marqueurs biochimiques et moléculaires permettent essentiellement de détecter les variations ponctuelles de séquences. On en distingue généralement deux types : les mutations correspondant à la substitution d’une base par une autre et les mutations par insertion ou délétion d’un court fragment d’ADN.


 Le polymorphisme de l’ADN engendré par les mutations ponctuelles est un fait d’observation très courant. Il affecte l’ensemble du génome, bien qu’à des niveaux différents en fonction du type de séquence et du compartiment génomique. Il est, par exemple, élevé dans les séquences répétées nucléaires de type micro ou minisatellite, mais faible dans l’ADN chloroplastique. A titre d’exemple, le séquençage, sur 1 933 paires de bases, du gène nucléaire Opaque-2 du maïs chez 21 lignées représentant la diversité du germoplasme tempéré a montré que les 21 séquences étaient toutes différentes. Au total, 14 % des bases présentaient un polymorphisme résultant de mutations ponctuelles et 26 phénomènes d’insertion-délétion ont été détectés (HENRY et DAMERVAL, 1997).


 Un type particulier de polymorphisme de l’ADN est exploité par les marqueurs microsatellites. Un microsatellite est généralement composé d’une répétition en tandem d’un motif formé d’un petit nombre de paires de bases, en général deux ou trois. Les microsatellites sont très nombreux dans les génomes eucaryotes et sont dispersés sur l’ensemble des chromosomes. Chacun est encadré de séquences qui lui sont spécifiques. Pour chaque site microsatellite, des mutations se produisant avec une fréquence élevée provoquent une variation du nombre de répétitions du motif de base, ce qui engendre une forte diversité allélique. Ces mutations pourraient être dues à un « glissement » de la polymérase lors de la réplication ou à des crossing-over inégaux (JARNE et LAGODA, 1996, pour revue).


 Il existe parfois des différences significatives de quantité d’ADN nucléaire total entre espèces proches interfertiles ou même entre groupes génétiques au sein d’une même espèce. Ces différences sont vraisemblablement à mettre sur le compte de variations dans la quantité d’ADN répété. Elles peuvent être mises en évidence à l’aide de la cytométrie en flux (DOLEZEL, 1991 ; BENNETT et LEITCH, 1995). Elles peuvent parfois apporter des éléments utiles pour différencier des groupes au sein d’une espèce ou d’un complexe d’espèces.






La nature de l’information révélée par les différentes techniques de marquage génétique

Nous abordons ici les aspects méthodologiques qui différencient les cinq techniques de marquage génétique envisagées, puis nous examinons ces différences pour voir comment elles affectent l’estimation de la diversité génétique et les similarités entre individus.


La nature et l’interprétation génétique du polymorphisme

Chaque type de marqueur repose sur une méthodologie qui va conditionner la nature de l’information obtenue. Il est possible de distinguer deux grandes catégories de marqueurs : les marqueurs qui permettent de révéler une série de plusieurs allèles pour chaque locus étudié, ce sont les marqueurs dits multialléliques, et les marqueurs qui permettent de révéler la présence ou l’absence d’un seul allèle pour chaque locus, et cela simultanément pour un grand nombre de locus, ce sont les marqueurs de type empreinte génétique, ou fingerprinting.


LES MARQUEURS MULTIALLÉLIQUES

Les marqueurs multialléliques comprennent les isoenzymes, les RFLP et les microsatellites. Les allèles mis en évidence sont le plus souvent codominants : les deux allèles homologues sont observables chez les individus hétérozygotes.


Les isoenzymes et les RFLP

Pour les isoenzymes, un locus est défini par une fonction catalytique envers un substrat spécifique. Pour les RFLP, un locus correspond à la région du génome qui s’hybride avec une sonde, dont la taille va de quelques centaines à quelques milliers de paires de bases. Dans les deux cas, les allèles se distinguent par leur mobilité électrophorétique. Dans le cas le plus simple, un allèle est matérialisé par une seule bande de poids moléculaire spécifique. Néanmoins, plusieurs facteurs peuvent compliquer ce schéma



	□ Pour les RFLP, un allèle peut correspondre à une combinaison de plusieurs bandes s’il existe un ou des sites de coupure de l’enzyme de restriction dans la séquence d’ADN homologue à celle de la sonde.

	□ Pour les isoenzymes, les enzymes polymériques peuvent engendrer de nouvelles bandes chez les hétérozygotes.

	□ Un substrat (isoenzymes) ou une sonde (RFLP) peuvent révéler simultanément les allèles de plusieurs locus paralogues, c’est-à-dire de locus présentant la même séquence d’ADN ou des séquences très proches.

	□ Pour les RFLP, si plusieurs enzymes de restriction sont utilisées en combinaison avec une même sonde, chaque allèle correspond en principe à une combinaison spécifique de bandes révélées avec les différentes enzymes. En pratique, les reconstructions d’allèles à partir d’analyses de polymorphisme multienzymatique sont rarement effectuées car trop complexes. On se contente dans ce cas de noter la présence ou l’absence de chaque bande ou de chaque profil.



Avec les isoenzymes et les RFLP, il est donc souvent nécessaire d’étudier l’hérédité des bandes dans des descendances contrôlées pour interpréter les profils observés en terme de locus et d’allèles. L’interprétation génétique est généralement plus simple chez les plantes autogames, pour lesquelles chaque individu est le plus souvent homozygote pour tous ses locus.


Pour les isoenzymes, les séquences ciblées sont par définition des gènes codant pour des enzymes. Le polymorphisme est essentiellement dû à des mutations ponctuelles qui induisent le remplacement d’un acide aminé par un autre, modifiant ainsi la charge électrique globale de la protéine ou sa masse moléculaire et, par conséquent, son comportement électrophorétique. Cependant, de nombreuses mutations sont silencieuses du fait de la dégénérescence du code génétique et une mutation induisant un changement d’acide aminé ne provoque pas systématiquement une modification de la mobilité électrophorétique de la protéine. Cela a été mis en évidence, par exemple, pour les α-amylases de la drosophile (INOMATA et al., 1995).


Pour les RFLP, la nature des séquences ciblées dépend du type de sonde choisi. Il est possible d’utiliser des sondes révélant le polymorphisme de séquences répétées ou simple copie, de séquences codantes ou non codantes, de séquences nucléaires ou cytoplasmiques. Nous nous intéresserons essentiellement aux séquences nucléaires simple copie. Le polymorphisme observé est dû à des mutations affectant la séquence homologue de la sonde et surtout celle de ses régions flanquantes sur environ 10 kilobases. Il peut s’agir de mutations ponctuelles dans les sites de coupure de l’enzyme ou bien d’insertions ou de délétions entre ces sites. L’importance relative des deux phénomènes peut varier d’une espèce à l’autre. Les mutations ponctuelles qui n’affectent pas le site de coupure de l’enzyme ou les petites insertions-délétions peuvent passer inaperçues. Que ce soit pour les isoenzymes ou pour les RFLP, un allèle correspond potentiellement à un ensemble de plusieurs séquences, dans la mesure où le pouvoir résolutif de ces deux techniques ne garantit pas la mise en évidence de toutes les mutations qui affectent la séquence du locus ciblé.




Les microsatellites

Pour les microsatellites, un locus est défini par un site microsatellite accompagné de ses séquences flanquantes. Des amorces définies dans ces séquences, de part et d’autre du site microsatellite, permettent d’amplifier le locus à l’exclusion de tout autre dans le génome. Cette spécificité est garantie par la longueur des amorces (20 à 25 nucléotides). Elle rend infiniment faible la probabilité d’amplifier une autre séquence dans le génome par le seul fait du hasard. La source de polymorphisme recherchée est la variation du nombre de répétitions du motif de base du site microsatellite. Dans la plupart des cas, chaque allèle sera matérialisé par une bande de poids moléculaire spécifique, qui peut être traduite en nombre de répétitions du motif de base du microsatellite si le gel est suffisamment résolutif. Dans certains cas cependant, une partie des allèles provient de variations de séquence entre une des amorces et le site microsatellite (ORTI et al., 1997). Les taux de mutation associés aux sites microsatellites sont 100 à 1 000 fois plus élevés que pour les isoenzymes (JARNE et LAGODA, 1996). Quelle que soit la nature du polymorphisme, les profils observés sont directement interprétables en termes de locus et d’allèles.






LES EMPREINTES GÉNÉTIQUES

Deux techniques d’empreinte génétique sont présentées : les RAPD et les AFLP. Le terme « empreinte génétique » est couramment adopté car ces techniques permettent de révéler simultanément le polymorphisme d’un grand nombre de locus si bien que chaque individu a de grandes chances d’avoir un profil multilocus qui lui soit propre, comme le sont les empreintes digitales chez l’homme.


 Avec les techniques RAPD et AFLP, la similarité de séquence entre bandes révélées par un même couple d’amorces n’autorise pas à établir de relations d’homologie. Elle est de 20 paires de bases au plus, correspondant à la somme de la séquence des deux sites d’amorçage, pour les RAPD. Elle est encore plus faible pour les AFLP, dans la mesure où le seul point commun entre toutes les bandes révélées par un couple d’amorces est la séquence des deux sites de restriction flanquants et celle des bases sélectives, ce qui représente au plus 16 paires de bases. Typiquement, une amplification RAPD permet de révéler de 5 à 20 bandes et une amplification AFLP, de quelques dizaines à une centaine de bandes. L’interprétation génétique des profils observés revient à considérer chaque bande comme l’allèle d’un locus particulier. L’identité du locus et de l’allèle repose uniquement sur la mobilité électrophorétique de la bande. Pour chaque locus, le seul autre allèle possible est l’absence de la bande. La bande est donc un allèle dominant puisque les individus homozygotes qui présentent la bande ne sont pas discernables des hétérozygotes. Pour chaque locus, il est probable que l’absence de la bande corresponde à un ensemble hétérogène de séquences.


Bien que les bandes amplifiées par un même couple d’amorces RAPD ou AFLP aient peu de chance de correspondre à des séquences homologues, il est possible, dans un petit nombre de cas, que deux bandes différentes matérialisent deux allèles d’un même locus. Il n’est généralement pas possible de s’en apercevoir dans des études de diversité, mais ce phénomène peut être observé quand on utilise ces techniques pour faire de la cartographie génétique.


Les AFLP et les RAPD permettent, en principe, de cibler tous les compartiments du génome et tous les types de séquences. Le polymorphisme révélé par les RAPD correspond vraisemblablement à la modification d’un site d’amorçage à la suite de la substitution d’une base par une autre ou à un phénomène d’insertion-délétion. Il peut également s’agir d’une insertion entre les deux sites d’amorçage qui éloignerait suffisamment un site de l’autre pour rendre l’amplification impossible (WILLIAMS et al., 1990). Le polymorphisme observé avec les AFLP correspond probablement à la modification d’un site de coupure d’une des deux enzymes de restriction à la suite d’une mutation ponctuelle (Vos et al., 1995).


 Plusieurs autres techniques d’empreinte génétique donnent des profils s’interprétant d’un point de vue génétique de la même façon que les RAPD et les AFLP. On peut citer les DAF (DNA amplification fingerprinting ; CAETANO-ANOLLES et GRESSHOFF, 1991), qui sont une variante des RAPD, les ISSR (inter-simple sequence repeat analysis ; ZIETKIEWICZ et al., 1994), qui consistent à amplifier les séquences situées entre les sites microsatellites, ou encore l’utilisation de sondes microsatellites en RFLP (RUS-KORTEKAAS et al., 1994).






La comparaison des cinq techniques

Cette partie a pour but de comparer le polymorphisme et les similarités génétiques mesurés avec les différentes techniques de marquage sur la base de données expérimentales.


LE POLYMORPHISME DES TECHNIQUES MULTIALLÉLIQUES

Il est possible de comparer le polymorphisme obtenu avec les différentes techniques multialléliques en utilisant des paramètres usuels de génétique des populations tels que le pourcentage de locus polymorphes, le nombre moyen d’allèles par locus et l’indice de diversité de Nei, appliqués à un même échantillon d’individus. Des exemples de comparaisons entre isoenzymes et RFLP et entre RFLP et microsatellites sont donnés dans le tableau 1. Ces résultats doivent être interprétés prudemment dans la mesure où les échantillons d’individus sont généralement faibles et où les nombres de locus observés sont souvent déséquilibrés entre les techniques. Dans la plupart des études mentionnées, le polymorphisme RFLP est observé avec une seule enzyme. Même avec cette restriction, les RFLP apparaissent au moins aussi polymorphes que les isoenzymes et parfois nettement plus. Ce résultat est en accord avec ce que l’on sait de la nature du polymorphisme détecté. Les isoenzymes permettent de détecter le polymorphisme de séquences géniques uniquement au travers du filtre sévère que constituent la traduction et la dégénérescence du code génétique. Les RFLP permettent de détecter le polymorphisme de régions codantes et non codantes. De plus, quand des sondes correspondant à des gènes sont utilisées, c’est essentiellement le polymorphisme des régions flanquantes des gènes ciblés qui est révélé.


Tableau 1. Comparaison du taux de polymorphisme, de la diversité de Nei et du nombre moyen d’allèles par locus entre isoenzymes (Iso) et RFLP et entre microsatellites (SSR) et RFLP, dans différentes études. Pour les RFLP, une seule enzyme de restriction a été utilisée sauf mention contraire.
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Dans le tableau 1, les microsatellites apparaissent systématiquement beaucoup plus polymorphes que les RFLP, ce qui est en accord avec leur taux de mutation particulièrement élevé. Ces observations sont confortées par de nombreuses autres études. SAGHAI-MAROOF et al. (1994), par exemple, ont trouvé jusqu’à 28 allèles différents pour un locus microsatellite chez l’orge.




LE POLYMORPHISME RÉVÉLÉ PAR L’ENSEMBLE DES TECHNIQUES

Le nombre d’allèles par locus et l’indice de diversité de Nei perdent une partie de leur signification génétique quand on les applique aux techniques d’empreinte. Le nombre d’allèles par locus est par nature limité à deux (présence et absence de la bande). En conséquence, l’indice de diversité de Nei est plafonné à 0,5. Par ailleurs, le calcul de l’indice de Nei repose sur la connaissance des fréquences alléliques. Du fait que les marqueurs sont dominants, ces fréquences sont directement accessibles dans seulement deux cas particuliers : si on fait l’hypothèse qu‘il y a appariement au hasard des individus (l’équilibre de Hardy-Weinberg est respecté) ou bien s’il y a autogamie et que l’on fait l’hypothèse que tous les individus sont homozygotes pour tous les locus. Si ces hypothèses ne sont pas acceptables, le calcul des fréquences alléliques n’est pas possible à moins de disposer d’une estimation indépendante de l’indice de fixation FIS (LYNCH et MILLIGAN, 1994 ; KREMER, 1998). Si on fait abusivement l’une de ces deux hypothèses, l’estimation de l’indice de Nei peut être biaisée. Cet indice est néanmoins parfois employé à titre indicatif sur les marqueurs de type empreinte génétique. Dans l’étude de LIU et FURNIER (1993) sur deux espèces de peuplier, les indices de Nei calculés pour les marqueurs RAPD sont d’environ 0,3 pour chacune des deux espèces. Ces valeurs sont supérieures à celles qui sont obtenues pour les isoenzymes et les RFLP sur les mêmes individus (tableau 1). Néanmoins, l’hypothèse faite sur l’équilibre de Hardy-Weinberg empêche de conclure de façon claire quant à une meilleure aptitude des RAPD à révéler du polymorphisme.


Dans le cas particulier des espèces autogames, les fréquences alléliques peuvent être directement estimées à partir de la fréquence des génotypes et l’indice de Nei peut être calculé. Sur le soja, par exemple, POWELL et al. (1996) ont trouvé des indices de Nei de 0,31 et 0,32 pour les RAPD et les AFLP, respectivement. Ces valeurs sont plus faibles que celles qui sont obtenues pour les RFLP et les microsatellites sur le même échantillon d’individus (tableau 1).


 Les techniques d’empreinte génétique ont aussi la particularité de révéler simultanément le polymorphisme de plusieurs locus par unité expérimentale. Une unité expérimentale correspond à une piste sur un gel. Pour tenir compte de cette caractéristique qui a une grande importance pratique pour l’expérimentateur, il peut être utile de comparer le polymorphisme non plus au niveau du locus mais au niveau de l’unité expérimentale. Plusieurs mesures de la diversité peuvent alors être envisagées, par exemple, le nombre moyen de bandes polymorphes par unité expérimentale, le PIC (polymorphism information content ; WEIR, 1990) et, pour les espèces autogames, l’index marqueur (POWELL et al., 1996). Le PIC s’écrit comme l’indice de Nei, en remplaçant les fréquences alléliques par les fréquences des profils multilocus. L’index marqueur est défini comme le produit de l’indice de diversité de Nei par le nombre de bandes polymorphes par unité expérimentale. Il s’interprète comme le nombre moyen de bandes par unité expérimentale différenciant deux individus pris au hasard. Sur la base de ces critères, des comparaisons de techniques, effectuées chez l’orge (RUSSELL et al., 1997), le soja (POWELL et al., 1996) et le pois (Lu et al., 1996), montrent que les AFLP se distinguent par un nombre moyen de bandes polymorphes par unité expérimentale, un PIC et un index marqueur nettement plus élevés que pour les autres techniques. Les AFLP présentent un intérêt, non pas parce qu’ils révèlent plus de diversité à chaque locus, mais parce qu’ils permettent d’observer simultanément un grand nombre de locus polymorphes.




LES SIMILARITÉS GÉNÉTIQUES

Quand on observe un ensemble d’individus pour plusieurs locus avec une technique donnée, il est possible de calculer une similarité génétique pour tous les couples d’individus (PERRIER et al., 1999). L’ensemble des similarités peut être synthétisé par une analyse multivariée ou une représentation arborée. Il est légitime de se demander si les différentes techniques de marquage donnent une même estimation de la proximité génétique entre les individus.


Les résultats expérimentaux permettant d’aborder ces questions sont encore peu nombreux. Quelques-uns ont été regroupés dans le tableau 2 sous la forme de corrélations entre indices de similarité calculés pour différents couples de techniques. Des exemples de relations entre distributions sont donnés dans la figure 1. L’absence d’homogénéité entre les tests, les niveaux de signification retenus, les gammes d’apparentement entre individus et la puissance des dispositifs (nombre d’individus étudiés) compliquent la synthèse des observations. Néanmoins, en règle générale, les corrélations entre les similarités calculées à partir de plusieurs techniques de marquage sont significatives mais d’intensité variable.


Tableau 2. Corrélation entre similarités calculées à partir de différentes techniques de marquage moléculaire.
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Figure 1. Relation à deux dimensions entre les similarités génétiques calculées à partir des RFLP, des AFLP, des microsatellites (SSR) et des RAPD chez le soja. Les carrés blancs représentent les similarités entre accessions de l’espèce Glycine max, les croix représentent les similarités entre les accessions de l’espèce G. soja et les carrés noirs les similarités entre accessions des deux espèces, d’après POWELL et al. (1996).




Les valeurs faibles de corrélation peuvent s’expliquer en grande partie par un biais dû à l’échantillonnage des locus. Cela est particulièrement vrai pour les isoenzymes dans la mesure où le nombre de locus analysés est le plus souvent inférieur à 20. MESSMER et al. (1991) ont calculé les écarts types des indices de similarité par la méthode du jackknife (MILLER, 1974). Ils ont montré que les valeurs des écarts types obtenues avec 22 locus isoenzymatiques étaient deux à trois fois supérieures aux valeurs obtenues avec 144 couples enzyme-sonde RFLP. Cela reste vrai pour les techniques moléculaires, qui permettent pourtant de révéler plus de locus. Dos SANTOS et al. (1994) ont montré par bootstrap (EFRON et TIBSHIRANI, 1986) que la distribution des corrélations entre indices calculés pour 100 échantillons aléatoires de 56 bandes RAPD pris deux à deux était largement superposée à la distribution des corrélations entre indices pour 100 échantillons aléatoires de 56 bandes RAPD et de 56 bandes RFLP pris deux à deux.


La qualité technique des manipulations a une répercussion directe sur la fiabilité du codage des données et peut donc être aussi une source de divergence dans l’estimation des similarités. Le codage peut devenir très laborieux si cette qualité n’est pas irréprochable, en particulier pour les AFLP qui révèlent simultanément de nombreuses bandes. Plusieurs études ont signalé des problèmes de reproductibilité pour les RAPD, qui imposent de répéter plusieurs fois l’analyse de chaque échantillon sous peine de commettre d’importantes erreurs de codage de données (SALIMATH et al., 1995 ; YANG et al., 1996). Les profils sont, en outre, difficiles à reproduire d’un laboratoire à l’autre, ce qui constitue un handicap pour les travaux menés en réseau (JONES et al., 1997). Enfin, il est vraisemblable que la compétition pour les amorces puisse entraîner dans certains cas la non-amplification d’une bande présente à l’état hétérozygote, du fait de sa plus grande dilution (HALLDEN et al., 1996).


Les microsatellites permettent de révéler plus d’allèles à un même locus que les autres techniques, ce qui se traduit par un indice moyen de similarité entre individus généralement beaucoup plus faible. Cela pourrait expliquer la faiblesse de la corrélation entre cette technique et les autres, surtout quand les individus sont peu apparentés (la corrélation n’est pas significative dans l’étude de POWELL et al. (1996) ; tableau 2).


Les RAPD semblent parfois donner une estimation de la similarité qui diffère de celle des autres techniques, en particulier quand les individus sont éloignés (appartenance à deux espèces différentes). Cette divergence a été constatée par THORMANN et al. (1994) dans le genre Brassica et par POWELL et al. (1996) dans le genre Glycine. THORMANN et al. (1994) ont montré par hybridation que, dans trois cas sur quinze, des bandes de même mobilité ne sont pas homologues chez les différentes espèces étudiées. Les RAPD pourraient être plus sensibles à ce type de confusion que les autres marqueurs.


L’influence des mécanismes évolutifs qui sous-tendent la variation observée ne peut pas être complètement écartée pour expliquer les différences de similarité entre marqueurs. N’GORAN et al. (1994), par exemple, ont montré que, chez le cacaoyer, la moitié des bandes amplifiées par RAPD correspondait à des séquences répétées et que les bandes amplifiant des séquences répétées et des séquences uniques ne donnaient pas la même structuration...
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Référence Espéce N* Test** Comparaison*** Correlation Seuil
(r) (P)
Lu et al. (1996) pois 10 Tm RFLP - RAPD 0,5 < 0,05
RFLP - AFLP 0,7 < 0,05
RAPD - AFLP 0,6 < 0,05
PoweLL et al. (1996) soja 10 Tm RFLP - RAPD 0,24 ns
RFLP - AFLP 0,42 < 0,01
RFLP - SSR 0,18 ns
RAPD - AFLP 0,45 < 0,01
RAPD - SSR 0,15 ns
AFLP - SSR 0,14 ns
Beer et al. (1993) Avena sterilis 177 Tm RFLP - Iso 0,26 < 0,005
HEUN et al. (1994) Avena sterilis 24 Tm RFLP - Iso 0,36 < 0,01
PEAKALL et al. (1995) Buchloe dactyloides 48 Tm RAPD - Iso 0,63 < 0,001
MESSMER et al. (1991) mafs 21 Cp RFLP - lso 0,23 < 0,01
GERDES et TRACY (1994) mais 31 Cp RFLP - Iso 0,26 < 0,01
PraBHU et al. (1997) soja 10 Cp RFLP - DAF 0,70 < 0,01
RusseLL et al. (1997) orge 18 Gr RFLP - RAPD 0,20 < 0,01
RFLP - AFLP 0,71 < 0,01
RFLP - SSR 0,51 < 0,01
RAPD - AFLP 0,11 ns
RAPD - SSR 0,24 < 0,01
AFLP - SSR 0,52 < 0,01
DOs SANTOs et al. (1994) choux 45 Cr RFLP - RAPD 0,75 < 0,01
ENGQUIST et BEEKER (1994) colza 17 Cr RFLP - RAPD 0,76 < 0,01
RFLP - Iso 0,53 < 0,01
RAPD - Iso 0,67 < 0,01
THORMANN et al. (1994) Brassica spp. 18 Tm RFLP - RAPD 0,93 —

* Nombre d’individus utilisés pour calculer la corrélation.
** Tm : test de Mante! ; Cp : coefficient de corrélation de Pearson ; Cr : coefficient de corrélation de rang de Spearman.

*** |50 : isoenzymes ; SSR : microsatellites ; DAF : DNA amplification fingerprinting.
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Espéce Technique Nombre Nombre Taux de Diversité Nombre moyen  Référence
d’individus de locus polymorphisme  de Nei dalleles
étudiés étudiés (%) par locus

Brassica campestris Iso 285 5 60 041 2,7 MiTcHELL et QUIROS (1992)
RFLP 277 4 100*** 0,60 8,5

Hordeum vulgare Iso 268 7 100 0,44 4,9 ZHANG et al. (1993)
RFLP 240 13 100*** 0,47 4,2

Populus tremuloides Iso 118 14 77 0,25 2,8 Liu et FURNIER (1993)
RFLP 91 41 71 0,25 2.7

Populus grandidenta Iso 96 14 29 0,08 1,4 Liu et FURNIER {1993)
RFLP 75 37 65 0,13 1,8

Zea mays Iso 21 22 68 — 21 MessMmer et al. (19971)
RFLP 21 144 (79)* 94 — 3,34**

Zea mays Iso 31 27 — — 2,2 GERDES et TRACY (1994)
RFLP 43 71 — — 41

Zea mays Iso 445 20 75 0,23 2,4 DuBRreuiL et CHARCOSSET
RFLP 285 35 100 0,61 6,3 (1998)

Hordeum vulgare RFLP 18 114 (42)* — 0,32 2,624 RusseLL et al. (1997)
SSR 18 13 100 0,57 5,38

Glycine max RFLP 19 114 100*** 0,38 2,15 MORGANTE et al. (1994)
SSR 19 4 100 0,52 4,25

Glycine sp. RFLP 12 110 25 0,41 — PoweLL et al. (1996)
SSR 12 36 100 0,60 4,28

Oryza sativa RFLP 14 18 33 0,10 2:3 WU et TANKSLEY (1993)
SSR 14 8 100 0,70 5,2

Oryza sativa RFLP 20 12 83 0,32 2,5 OLurowOTE et al. (1997)
SSR 20 10 100 0,62 7,4

Zea mays RFLP 12 96 — 0,58 — TARAMINO et TINGEY (1996)
SSR 12 34 100 0,76 6,56

* x {y) : x nombre de couples enzyme-sonde, y nombre de sondes.

** Nombre moyen de bandes par couple enzyme-sonde.

*** Sondes RFLP prétriées pour leur polymorphisme.





