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1 Que signifie I'acronyme ADN ?

Acide desoxyribonucléique

Acide didesoxyribonucléique

Acide ribonucléique

O O w >»

Accueil des nouveaux arrivants
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2 Un organisme polyploide posséde :

A

B
C
D

plusieurs pieds
plusieurs génomes
plusieurs genres

plusieurs especes



2 Un allele est :

A un gene exprimeé
2 un gene réprimé
C une des formes d'un gene

) un genes surexprimeé
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4 Que veut dire PCR ?

Polycycle Carbon Run
Potential Circle Run

Primary Cycle Reaction

O 0O w >»

Polymerase Chain Reaction




5 Un crossing over est :

A
B

C
D

une technique de biologie moléculaire

un échange de segment de chromatides entre
chromosomes

un échange de chromosome

un point de broderie
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6  Un microsatellite est un :

A satellite de bactérie
2 marqueur d'étalonnage de faible taille
C  épisome humain

D marqueur génétique
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7 Dans une cellule végétale, 'ADN est présent dans :

A la mitochondrie

e chloroplaste

B
C le cytoplasme
D

e noyau

—= SCIENCE & IMPACT



g Un individu hétérozygote possede :

A Deux sexes

5 Deux alléles différents
C  Deux génomes
D

plusieurs descendants

—= SCIENCE & IMPACT
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INTRODUCTION

== Thymine (T)
[ A [ Adénine (A)

Les marqueurs moléculaires d'ADN : B oweo

[ 6 [ Guaina(G)

* Correspondent a des séquences ADN codantes ou non,ouasa - -
représentation moléculaire (ARN, protéine). =

e est partagé par tous les individus (universalité) de la méme espece
voire de plusieurs especes.

* Présentent un polymorphisme selon les individus.

e sont transmis de génération en génération. Il est préférable que cette
transmission des alleles soit mendélienne.

e Sont présents dans toutes les cellules d’'un organisme.

e Révélés par les techniques de biologie moléculaire.

.013

Source : https://www.gnis-pedagogie.org/biotechnologie-amelioration-marqueur-moleculaire:htal
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INTRODUCTION

Applications

e Etablir I'empreinte génétique d'un individu, c'est-a-dire de décrire et
définir des individus et des variétés en vue de leur inscription, de leur
protection et de leur classification,

* Mettre en évidence et suivre les génes impliqués dans I'expression de
caracteres d'intérét agronomique ou technologique.

e Rechercher des apparentements, reconstruire des pedigree.
e La sélection assistée par marqueur, la sélection génomique

e Décrire la diversité naturelle en vue de programme de conservation

SCIENCE & IMPACT



Applications

Diagnostic de variétés

Situation Actuelle:
Nacional versus CCNS51

5 ’ or 4 S
Génotypage des Cacaoyers Equatoriens

iood Food, Good Lite
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Applications

Sélection génomique

Predictive models
Y=Xg+e

c’/ N

Validation Genotypes E \J’ﬂ’j’j

pop tg;tl‘cin’ ‘j’j’j’ Seedlings

TYIYY

En test chez les arbres forestiers




Applications

Reconstruction de la recolonisation post-glaciaire des chénes

Distribution des haplotypes chloroplastiques

2673 populations
42 haplotypes

Aire naturelle chénes blancs

—= SCIENCE & IMPACT
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3 origines d’ADN chez les plantes

Génome chloroplastique
135-160 kb

lplaigue

surd'un

Granum
akoide Stroma

Hérédité uniparentale

Hérédité paternelle
(Gymnospermes)

Hérédité maternelle
(Angiospermes)

Membrane

Marmhrana

Hérédité uniparentale

Hérédité maternelle
(Gymnospermes)

Hérédité paternelle
(Angiospermes)

Génome nucléaire
Le plus grand: 25-30 000 Mb

chromosome

Hérédité maternelle et
paternelle

Source : https://www.gnis-pedagogie.org




Rappels sur la méiose

Génotype de la mere (2n)

—

1 locus — 2 alléles

Chromosomes homologues

Génotypes possibles des gametes produits par la mere (n)

[ M

J
Génotype parental Génotypes rec{.ombinés Génotype parental

SCIENCE & IMPACT



Rappels sur la méiose

Génotype du pére (2n)

Génotypes possibles des gameétes produits par la mére (n)

\ J

Génotype parental Génotypes rect.ombinés Génotype parental

—= SCIENCE & IMPACT



Rappels sur la méiose

La meére Le pére

La descendance

L L ...etc

Génotypes parentaux Génotypes recombinés

=INRA
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Définitions
Hétérozygotie : Un organisme est hétérozygote pour un géne (marqueur)

quand il posséde deux alleles différents de ce gene (marqueur) sur un méme
locus pour chacun de ses chromosomes homologues.

P08, Peaplive noir. Populus nigra L. " “
Les arbres ont beaucoup
de loci hétérozygotes ... ... les plantes cultivées beaucoup moins.

y SCIENCE & IMPACT



Définitions
Clonalité : Qui se rapporte a un clone ; groupe d'individus ou

de cellules contenant les mémes genes et obtenu par la
reproduction asexuée d'un individu ou d'une cellule

» Les peupliers, des espéces a multiplication végétative aisée.

» En populations naturelles, le taux de clonalité varie de 0% a 97%
(proportion d’individus a génotypes identiques (1)),

» Exemple : dans les collections nationales de peuplier noir (storme et al
2004):

Marqueurs SSR, AFLP

(1) Arens et al. 1998; Barsoum 2002; Barsoum et al. 2004; Cottrell et al. 1997; Koskela et al. 2004; Legionnet 1997,
Pospiskova and Bartakova 2004; Pospiskova and Salkova 2006; Rathmacher et al. 2010; Smulders et al. 2008b; Storme

et al. 2004; Winfield et al. 1998

N y SCIENCE & IMPACT

Rejet de souche,
Populus spp.,Canada



Définitions
Apparentement : L'apparentement entre deux individus est synonyme de degré

de parenté et se mesure par le coefficient de parenté. Deux individus sont dits
apparentés s'ils ont un ancétre commun => apparentement basé sur le pedigree

« 0 »
Relationship to you relatedness coeflicient
voursell 1
identical twin |
parent, child 1/2
grandparent, grandchild 1/4
great-grandparent, great-grandchild 1/8
n'" level ancestor or descendant 1/2"
sibling (sister or brother} 1/2
half-sibling 1/4
aunt, uncle 1/4
niece, nephew 1/4
great-aunt, great-uncle 1/8
great-niece, great-nephew 1/8
first-cousin 1/8
first-cousin-once-removed 1/16
second-cousin 1/32
second-cousin-once-removed 1/64
third-cousin 1/128
1™ cousin Vet
n'™ cousin, m times removed 1 /2%atmtl
stranger 0

Les marqueurs moléculaires permettent de calculer de valeurs d’apparentement
moléculaire plus continues.

SCIENCE & IMPACT
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Les types marqueurs moléculaires EW

AFLP, AP-PCR, CAPS, DAF,
DGGE, ISSR, MAAP,
tecMAAP, RAPD, RFLP, SCAR,
SNP, SSR, STS, VNTR Critere moléculaire

...... (type de polymorphisme)

(D. de Vienne, 1998)

Séquence Nb de répétitions
Marqueurs codominants
s v e e RFLP . .
Révélés individuellement SNP Microsatellites
Critere
génétique
Marqueurs dominants AFLP ISSR

Révélés en masse RAPD

SCIENCE & IMPACT




Qu’'est-ce qu’'un BON marqueur moleculaire ?

e neutre® : ses différents alleles n'ont pas d'effet sur le
phénotype de l'individu,

* polymorphe : possédant de nombreux alleles permettant
de caractériser les différents individus (multiallélique).

e codominant : l'individu hétérozygote peut étre distingué
car il présente simultanément les caracteres de ses parents
homozygotes,

* insensible au milieu.

== IN?A * Ca dépend des utilisations ...

SCIENCE & IMPACT



Neutralité :
Un phénotype peut étre soumis a sélection => la surface foliaire chez le peuplier

Surface foliaire (cm?)
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o ro D" o » Une grande variabilité génétique entre
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Peuplier noir
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Les principaux marqueurs utilisés aujourd’hui

SSR - microsatellites SNP

Co-dominant, bi-allélique, potentiellement
plusieurs millions (chez le peuplier 1 SNP/ 90 pb)

I
TT G A&CG G GTTGoGoC CLAET G G CLTLAEG & C

Co-dominant, multiallélique,

Allele 1 VAV AV AV U N A e VeV A AT LAV R AV e
- AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG,. .
ENZENANY N/ AN Q I
Allele 2 TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCY /NI RIDE 1 o g s st T6cca T o6 baTa 6 ac
\ AGAGAGAGAGAGAGAGAG AVAVAVAVAY AV AV NV AV AVaVaVeV AV ANV VAV AV AYe
BNZANANY AN/ NS NY/a\V72
Allele 3 TCTCTCTCTCTCTCTCTC R MBI e T TGA2CGGGTTGCCLETG G l|:A T4 G & C
VIVINONSG ¢ FERCACAGAG e iaosarse VAV AVAVAN VAV NPV AV VoV AT AV =N VeV ARV S
Allele « nul » TCTCTCTCTC

VY ‘m\mmm TTGACGGGTTGCCATGEJ:ATAGAC

Prrm s . . - N\N&WWWW
= o b ' TTGACGGG TTGOCCALTGTGT CALZTLZG AC
N Y . S . V- OIS
: u 1 .,

.u e Bl AL r;l' -«jﬂ\ _._.J.J’.l_t_\ - =5 . SMP_IGA_12_10565457

e || i

- | .

Y MY

‘?7 A M i LA -

= |

= - {

Genotypage
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Mise en évidence par séguencage

5
3 Next Generation Sequencing
, (Illumina/454/Roche/ ABl/lon Torrent/PacBio)
5' 3

Genomic DNA isolation

|

3!

U
" Restriction digestion of DNA

DNA fragment

— 0

Vector DNA Recombinant
DNA

Construction of recombinant DNA

Transform in bacteria and screen
for microsatellite repeat sequence
with radiolabelled probe.

1
IN?A -5
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Marqueurs microsatellites

* polymorphisme de répétitions en tandem de 2 a 6 nucléotides

AGTGTCAGTAGCTAG....... CACACACACACACACA. ..., CGTGATACATGCA
Sequence flanquante 8 répétitions Séquence flanquante
Nombre de Longueur du
répétitions fragment

v <= SEOO9999O99988 == -
e < OEOE99990050 —— 106

9 - 000088 — o7
.~ GO0089 —— -
) == 30h
* marqueurs codominants -> 2 alléles par individu R TN T RN RN
e polymorphisme trés élevée, multiallélique e — F

e régions flanquantes trés conservées




Le génotypage

Extraction d 'ADN Amplification PCR

Broyage

LYse ] mmmm—_
b .. Electrophorese
Précipitation des protéines Lecture / interprétation

Précipitation ADN + lavage

Elution ADN




Lecture

Chromatogramme pour un individu x un marqueur (hétérozygote)

Fie Edt View Toos Abdes Help

Pt Satting: Mioosatalie Dafault P mness v AEEEER (BT
M| e WL eE

Sampia Ale |sampleuumz Fare |mur_|o=r |r.|s’ WP |Usﬁ1 EPA |sP |s|u |Pm| |LFH =R |m B0 |DP KB |cc |m'L |Gu
Pepiiar_TOln i |15 PMIGCZESE iPMEI:Z!HZ|i e el &4 B0 @B @ - |,-_ Jran, |||_- ®
[FRGC RS2 |
40 1o 130 150 m 131 20
e
1am
iz
1000
mo
w0
40
0
D’\'—T—MM‘WMMWM’\M LU\J\/ w
b 1765 o L1y

SCIENCE & IMPACT




Lecture
Marqueur de taille

Size Matches | Sizs Callig Cures|
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Lecture
Margueur de taille => calibration entre le temps de migration (injection) et la taille en pb
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Lecture

Taille estimée des fragments : valeurs avec décimales
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Lecture

Valeurs d’alleles pour 3 individus

o Gan Flo

Fle Edt Uew Tods Akks Hep
Plot Setting: Mcrosetelits Defeuk SB[ ] (W |
[d | sl | s wg) | =
Zarrgla Fila |sarrp|-a+nm_'|m [markar o8 BN [en o [en
F\=\.n||=r_'ruun|v_iazmm_mmiPmsmnz iPmEaauziﬁ |i |ﬂ .- ,. |
El 40 130 RET i 131 i
e
0o
w0
&l
A0
m
n e, P,
5 133,37 s a7 a5
1EH Elmr
< [»
Feuplier_TOUniv,, orshamp_FHEE PHGEZES2 |Prcczenz iy (& @ - @
@ o 140 RE 1 130 2
1
Amae
A0
mm
B0
00
o0
[
13747
e 13907 e 106
<] (2]
Fevplier_TOUnly_[1290_PHEC2E92 | PMGCZESE ] | |¢ |. |||—. |.
an 210 a0 s 170 150 =
1207
e
am
oo
A
m-\‘\
\ A
I 1230 It 1345
<] (2]

SCIENCE & IMPACT




SOMMAIRE

% Introduction :
e qu’est-ce gu’'un marqueur moléculaire ?
 Exemples d’utilisations

“* Rappel de quelgues notions

“* Aspects techniques

<+ Exercice

=INRA

y SCIENCE & IMPACT




Les peupliers (Populus spp.)

6 sections et 29 espeéces

Populus trichocarpa Torr. & A. Gray Populus deltoides Bartr. ex Marsh.

—= SCIENCE & IMPACT



Le peuplier noir (Populus nigraL.)

Une espece ligneuse
majeure des ripisylves
européennes

spéce dioique a pollinisation T
dont la régénération naturelle est

anémophile
menacée par la régularisation des
Conservatiog In situ dynamiques fluviales
L
?"\,-T\;‘ um\“
‘m“’lr\. '.'*\* j
e L . . o
):’(]\ SR i‘ﬁt . qui fait 'objet d’un programme de conservation de
L it ressources genetiques (soutien DGFAR) coordonné au

12 Réserves natureiis {} niveau européen (EUFORGEN)




Le peuplier noir (Populus nigra L.)

43



Les peupliers

Les peupliers cultivés sont des hybrides interspécifiques

© A.Dowkiw, INRA Orléans

v
Interamerican
Euramerican hybrids
— hybrids

© A.Dowkiw, INRA

iw e
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Les peupliers

La populiculture en France, quelques statistiques

mmmmmmm

(note de service DGPAAT/SDFB/N2013-3028)

* \Ventes : 500 000 plancons/an

) e 236000 ha plantés
Les grandes régions populicoles: e« 1.422.523 m3

Nouvelle-Aquitaine / (chiffres CIP 2008)
Hauts-de-France /

Grand-Est / Centre /

Pays-de-la-Loire 45




Les peupliers
Utilisations

SIS 2w
SONE
Tl (@0

Déroulage Déroulage Déroulage Sciage
Emballage léger Contreplaqué Exportation Palettes

Sciage
Caisserie, Volume total
literie

32,0% 7,9 % 24,4 % 247%  11,0% 1.422.553 m3
Pate a papier, bois-énergie ...  http://www.peupliersdefrance.org

Charpente en peuplier massif de la Salle Polyvalente de Lezennes (59). ARCHITECTE : LAURENT BAILLET, BET : INGEBOIS
STRUCTURES, ENTREPRISE BOIS:ASBOIS




Arbre modele pour la genomique

» Modele d’étude pour de nombreuses raisons :

- croissance rapide

- polymorphisme genétique important

- hybridations interspeécifiques possibles

- physiologie moléculaire bien caractérisée
- transformation genétigue ‘maitrisée’

» Genome de 480 Mpb (2n = 38) sequenceé §
(Tuskan et al. 2006)

=INRA ST
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Données a analyser

» 5 Parents potentiels (+ 3 témoins)
> 12 échantillons récoltés sur deux X 3 marqueurs microsatellites

copies de descendants

Questions
- Valeurs manquantes ? Ou ? Pourquoi ?
- Attribuer les valeurs d’alléles (voir tableau dia suivante)

- ldentifier les clones. Combien et quels sont les marqueurs qui permettent de
mieux distinguer les individus ?
- Rechercher les parentés

= SCIENCE & IMPACT



Données a analyser

5 Parents potentiels (+ 3 témoins)

Espéce Parent Marqueur |Taille 1 [Taille 2 Taille 3 Marqueur Taille 1 Taille 2 Taille 3|Marqueur (Taille 1|Taille 2 |Taille 3
P.deltoides |73028-62 PMGC2879 154 158 PMGC2858 104 108 PMGC2852 155 161
P. deltoides [L155-079 PMGC2879 138 166 PMGC2858 88 116 PMGC2852 132 142
P.deltoides |TNS06-042 PMGC2879 144 164 PMGC2858 94 114 PMGC2852 134 198
P. nigra BDG PMGC2879 166 178 PMGC2858 112 116 PMGC2852 129 168
P. nigra 92510-1 PMGC2879 180 182 PMGC2858 116 116 PMGC2852 123 127
P. delto x P. nigra|Triplo PMGC2879 156 162 178 PMGC2858 106 112 PMGC2852 125 138 167
P. delto x P. nigra|Dorskamp PMGC2879 166 182 PMGC2858 116 116 PMGC2852 127 136
P. delto x P. nigra|l-214 PMGC2879 144 184 PMGC2858 94 118 PMGC2852 131 138

=INRA
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Données a analyser

12 échantillons récoltés sur deux copies de descendants

Espece Nom du clone |Marqueur |Taille 1(Taille 2 Taille 3 Marqueur Taille 1 Taille 2 Taille 3|Marqueur |Taille 1Taille 2 |Taille 3
Descendant 661200552_1 |PMGC2879 |[138.59 |177.77 PMGC2858 88.13 112.66 PMGC2852 |142.39 |168.50
Descendant 661200552_2 |PMGC2879 ([138.42 |166.33 PMGC2858 112.12 116.21 PMGC2852 [129.12 |142.27
Descendant 661200621_1 |PMGC2879 (138.45 |181.72 PMGC2858 88.11 114.52 PMGC2852 [122.99 |132.06
Descendant 661200621_2 |PMGC2879 ([138.50 |181.77 PMGC2858 88.02 114.38 PMGC2852 [123.11 [132.13
Descendant 661200723_1 |PMGC2879 ([163.88 |165.95 PMGC2858 114.08 115.99 PMGC2852 [129.01 [134.03
Descendant 661200723_2 |PMGC2879 [163.92 |165.99 PMGC2858 114.16 116.39 PMGC2852 [129.52 [134.22
Descendant 661200813_1 |PMGC2879 ([166.33 |182.05 PMGC2858 116.21 PMGC2852 |0
Descendant 661200813_2 |PMGC2879 |0 PMGC2858 0 PMGC2852 |0
Descendant 661200538_1 |PMGC2879 ([166.41 PMGC2858 116.64 PMGC2852 [129.49 [132.18
Descendant 661200538_2 |PMGC2879 (166.06 PMGC2858 116.71 PMGC2852 [129.49 [132.25
Descendant 661200090_1 |PMGC2879 ([154.45 |181.78 PMGC2858 104.47 116.72 PMGC2852 [123.42 [161.10
Descendant 661200090_2 |PMGC2879 ([154.23 |181.53 PMGC2858 104.47 116.79 PMGC2852 [123.58 [160.97




Tableau d’attribution des alleles

Données obtenues grace au génotypage de plus de 500 clones de peuplier

| PMGC2879 PMGC2858 PMGC2852
Allgle Gamme fréquence %| Allele Gamme fréquence % Allgle Gamme fréquence %

138 138.12 - 138.72 2.3 86 | 85.65-86.12 1.6 123 122.94 - 123.61 0.6
144 143.86 - 144.51 5.8 88 | 87.74-88.28 4.2 125 124.97 - 125.63 14
154 153.79 - 154.58 8.9 90 | 89.72-90.06 4.9 127 126.86 - 127.42 1.3
156 155.83 - 156.56 9.6 92 | 91.66-92.15 5.7 129 128.94 - 129.61 3.2
158 157.89 - 158.47 15.8 94 | 93.81-94.25 8.4 131 130.95 - 131.67 7.4
160 159.87 - 160.50 17.8 96 | 95.76-96.34 9.6 132 131.91 - 132.40 8.4
162 161.94 - 162.57 14.3 98 | 97.72-98.31 10.3 134 133.97 - 134.5 11.8
164 163.88 - 164.58 8.2 100 99.82 - 100 12.4 136 135.88 - 136.48 35.4
166 165.92 - 166.61 6.9 102 [101.70 - 102.21 9.5 138 137.94 - 138.61 12.4
178 177.58 - 178.02 3.6 104 [103.78 - 104.49 8.5 140 139.42 - 140.67 6.3
180 179.50 - 180.02 1.9 106 [105.85 - 106.35 6 142 141.97 - 142.53 3.7
182 181.51 - 182.08 2.5 108 [107.92 - 108.53 5.9 155 154.63 - 155.32 2.8
184 183.52 - 184.02 2.4 110 [109.94 - 110.55 4.6 161 160.72 - 161.40 2.7

112 |111.82-112.66 1.8 167 166.84 - 167.51 0.9

114 113.92 - 11457 3.4 168 167.98 - 168.70 0.8

116 [115.87 - 116.81 2.4 174 173.78 - 174.36 0.5

118 [117.84- 11851 0.8 198 197.72 - 198.30 0.4
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