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19. Eléments transposables et analyse
de la biodiversité végétale

C. MHIRI, M.-A. GRANDBASTIEN

La diversité génétique des especes végétales a été générée au fil du temps sous la
pression combinée de la nature, puis de 'hnomme depuis les débuts de la domestication.
L'intensification de 1'action humaine a engendré une réduction importante de cette diversité
dans les dernieres décennies. Sa conservation est donc devenue un enjeu crucial, a la fois
pour le maintien a long terme de 1'équilibre écologique du monde vivant, et pour sa
valorisation par 'homme. La conservation de la diversité génétique passe inévitablement par
son évaluation et par la recherche d'outils susceptibles de la traduire le plus fidelement
possible. Parmi ceux-ci, les marqueurs moléculaires sont devenus les indicateurs de
variabilité les plus utilis€s depuis une vingtaine d'années. En effet, contrairement aux
marqueurs associés a des caractéristiques morphologiques, physiologiques ou biochimiques,
les marqueurs moléculaires révelent directement les modifications du patrimoine génétique,
c'est-a-dire de I'ADN, qu'ils se traduisent ou non par une modification phénotypique.

La majorité des stratégies de marquage moléculaire détecte des mutations ponctuelles
de la séquence d'ADN (comme par exemple les techniques AFLP ou SNP), ou bien des
modifications du nombre de copies de motifs répétés treés courts de type microsatellites.
Une troisieme catégorie de modifications du patrimoine génétique est liée a la présence et
a l'activité de séquences d'ADN mobiles connues sous le nom d'éléments transposables.
Comme leur nom l'indique, ces séquences sont capables de se déplacer dans le génome et
de s'y insérer a différents endroits. Leur activité transpositionnelle se traduit donc par de la
variabilité génomique, deux génotypes pouvant différer par l'intégration d'un élément en un
endroit donné (appel€ site d'insertion) dans 1'un des deux génotypes mais pas dans l'autre :
il existe alors un polymorphisme d'insertion a ce site entre les deux génotypes. De nouvelles
stratégies ont ainsi vu le jour, afin d'exploiter cette variabilité et d'utiliser les
polymorphismes d'insertion d'éléments transposables comme outils de marquage
moléculaire.
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Principaux types d'éléments transposables

Les éléments transposables, ou éléments mobiles, sont présents dans tous les
organismes eucaryotes et procaryotes. Ils furent a I'origine découverts chez les plantes, en
raison de l'activité mutageéne associée a leur mobilité. Celle-ci peut se traduire par des
modifications phénotypiques aisément repérables sur une plante, telles que des
modifications de la coloration de grains ou de feuilles. Une propriété commune a tous les
éléments transposables est en effet de pouvoir s'insérer en différent endroits du génome et
d'y générer des mutations qui abolissent ou modifient une fonction, lorsque par exemple ils
s'inserent dans ou a proximité d'un géne (revues in Bennetzen, 2000 ; Jordan et al., 2003).
En outre, du fait de leur mobilité ou simplement de leur nature répétée, ils entrainent des
remaniements chromosomiques a plus grande échelle (Lonnig et Saedler, 2002). Pour toutes
ces raisons, ils sont une source importante de diversité génétique.

Les éléments transposables ont une autre caractéristique commune : bien qu'utilisant la
machinerie cellulaire de I'hdte pour leur expression, ce sont des entités génétiques bien
définies, qui codent généralement pour les fonctions spécifiques nécessaires a leur propre
transposition. Il existe un trés grand nombre de familles d'éléments transposables, que 1'on
rassemble en plusieurs types selon leurs caractéristiques structurales. On les regroupe en
deux grandes classes dont les mécanismes de transposition different radicalement. Les
éléments de classe I (fig. 1a), ou rétroéléments, transposent par l'intermédiaire d'un ARN qui
est rétrotranscrit en une copie fille ADN, tandis que les éléments de classe II (fig. 1b), ou
transposons a ADN, transposent par l'intermédiaire d'un ADN, généralement par excision
suivie de réinsertion dans le cas des eucaryotes. Il est donc clair que les niveaux
d'amplification des éléments, qui déterminent leur importance quantitative mais aussi
qualitative, différent sensiblement entre les deux classes.

Rétroéléments

Les rétroéléments, qui sont spécifiques des génomes eucaryotes, transposent par
I'intermédiaire d'un ARN résultant de la transcription d'une copie mere insérée. Cet ARN est
ensuite rétrotranscrit en une copie fille d ADN double brin qui ira s'insérer ailleurs dans le
génome. La copie mere ne bougeant pas, le cycle de transposition des rétroéléments est
réplicatif, de type « copier-coller ». Ce mécanisme de transposition implique que les
insertions sont en théorie irréversibles et que les rétroéléments sont capables de s'amplifier
en tres grand nombre de copies. Ils peuvent en effet €tre présents en plusieurs milliers, voire
centaines de milliers de copies dans les génomes eucaryotes complexes. Les données de
séquencage montrent qu'ils forment pres de 42 % du génome humain (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001), et on estime qu'ils représenteraient plus de 60 % du
génome chez certaines especes végétales (Bennetzen, 2002).

Il existe deux catégories principales de rétroéléments (fig. 1a) : les rétroéléments a LTR
(Long Terminal Repeat), qui comprennent les rétrovirus et les rétrotransposons, et les
rétroéléments sans LTR, ou rétroposons. En outre, il existe des €léments viraux, les
pararétrovirus, qui utilisent une fonction transcriptase inverse au cours de leur cycle de
réplication, mais ne seront pas détaillés ici. Les rétrovirus et les rétrotransposons sont
structurellement, fonctionnellement et évolutivement tres proches. La différence majeure est
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que les rétrovirus sont porteurs d'une fonction additionnelle env impliquée dans I'infection
virale et permettant une étape extracellulaire, tandis que le cycle de multiplication des
rétrotransposons est en théorie intracellulaire. Toutefois la frontiere entre le monde des
rétrovirus et celui des rétrotransposons est parfois trés floue : certains rétrovirus ont perdu
leur activité env et présentent un cycle d'amplification intracellulaire (c'est le cas des
rétrovirus dits « endogenes »), tandis que certains rétrotransposons sont porteurs d'ORF
additionnels de type env, bien que leur capacité infectieuse reste souvent a démontrer. Une
nouvelle catégorie de rétrotransposons a récemment été découverte : les TRIM (Terminal-
repeat Retrotransposons In Miniature) (Witte et al., 2001). Ils présentent la plupart des
caractéristiques structurales des rétrotransposons a LTR, mais sont beaucoup plus petits (300
a 800 pb, contre 5 a 15 kb en moyenne pour un rétrotransposon a LTR fonctionnel) et
composés de petites LTR encadrant un court domaine central non codant. L'origine des
TRIM est encore peu claire pour le moment et il est probable que leur amplification nécessite
une transactivation par un autre rétrotransposon. Les rétroposons, quant a eux, comprennent
les LINE (Long Interspersed Nuclear Elements), éléments codants de quelques kb dépourvus
de LTR, et les SINE (Short Interspersed Nuclear Elements), petits éléments non codants de
quelques centaines de paires de bases, qui utilisent la machinerie de transposition des LINE
pour assurer leur amplification.

Les rétrotransposons a LTR forment 1'immense majorité des rétroéléments retrouvés
dans les génomes végétaux (revue in Kumar et Bennetzen, 1999). Toutes les catégories de
rétroéléments existantes y ont été retrouvées, mis a part les rétrovirus infectieux proprement
dits. Il faut toutefois noter qu'il existe des rétrotransposons de plantes porteurs d'ORF
additionnels de type env (Vicient et al., 2001b). Le role potentiel d'une telle fonction,
destinée en principe a assurer 1'entrée de la particule virale par fusion avec la membrane de
la cellule cible, reste cependant treés hypothétique chez les plantes. Le cycle de réplication
des rétroéléments passe par une étape cytoplasmique, et dans le cas des rétrotransposons, par
la formation d'une particule de type viral, la VLP (Virus-Like Particle) au sein de laquelle a
lieu I'étape de transcription inverse de l'intermédiaire ARN qui produira la copie fille ADN.
Ce cycle d'amplification comporte de nombreux verrous de contrdle, le plus important étant
celui de la transcription. Celle-ci contréle a la fois la synthese de ' ARN messager utilisé
pour produire les protéines nécessaires au cycle de transposition, et la syntheése de la matrice
ARN qui va étre rétrotranscrite en copie ADN double brin. La transcription est donc une
nécessité absolue pour la rétrotransposition, et les modalités d'amplification d'un élément
donné vont étre essentiellement conditionnées par sa régulation transcriptionnelle.

Transposons a ADN

Les éléments de classe II, que I'on retrouve chez les procaryotes aussi bien que chez les
eucaryotes, transposent par l'intermédiaire d'une copie ADN. Chez les eucaryotes, la
transposition des €léments a ADN est généralement conservative, de type « couper-coller » :
I'élément s'excise hors de son site d'insertion d'origine pour se réinsérer ailleurs dans le
génome, d'ou le terme de « génes sauteurs » qui leur est parfois associé. Un tel mécanisme
a pour conséquence de limiter le nombre de copies présentes dans un génome, et de rendre
souvent instables les mutations créées par l'insertion. C'est d'ailleurs cette caractéristique qui
a permis leur découverte chez le mais par Barbara McClintock il y a plus de cinquante ans.
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< Figure 1. Principaux types d'éléments transposables des eucaryotes.

(a) Rétroéléments. Les rétrovirus s’inserent dans le génome des hotes infectés et se répliquent par
I’intermédiaire d’'un ARN. La forme intégrée du rétrovirus est bordée de deux longues répétitions
terminales (LTR), dans lesquelles la transcription démarre (LTR 5') et se termine (LTR 3'), et entre
lesquelles se trouvent les ORF codant pour les protéines nécessaires a la réplication virale. L'ARN
matrice est encapsidé dans une particule virale dont le cceur est formé de protéines GAG. Associée a
la membrane cellulaire de 1'hdte, la protéine ENV permet ensuite au virion d'infecter une nouvelle
cellule. L'ARN matrice est alors rétro-transcrit en une copie fille ADN par la fonction RT (transcriptase
inverse), et la copie fille pénétre le noyau et s'insere dans le génome a l'aide de la fonction ENDO
(endonucléase). Les sites PBS (Primer Binding Site) et PPT (Polypurine Tract) sont impliqués dans
I'amorgage de la transcription inverse. Les rétrotransposons sont structurellement et fonctionnellement
tres proches des rétrovirus, a la différence qu'ils ne sont pas infectieux et que leur cycle d'amplification,
qui passe par une VLP cytoplasmique (Virus-Like Particle), est donc intracellulaire. Toutefois la
frontiere entre rétrovirus et rétrotransposons est parfois floue (voir texte). Les rétrotransposons se
différencient en sous-classes, selon 1'organisation des fonctions RT/endo. Les éléments TRIM sont de
petits éléments dépourvus d'ORF, mais portent plusieurs caractéristiques des rétrotransposons (LTR,
PBS, PPT). Les rétroposons LINE, codants, et SINE, petits éléments non codants qui utilisent
vraisemblablement les fonctions portées par les LINE, sont dépourvus de LTR, mais s'amplifient
également via un intermédiaire ARN.

(b) Transposons a ADN. IIs sont bordés de TIR (Terminal Inverted Repeat) caractéristiques de
chaque famille, et se décomposent en éléments complets autonomes, porteurs d'une transposase active
(et de plusieurs autres fonctions chez certains éléments complexes), et en €léments non autonomes,
transactivables par un élément autonome de la méme famille. Les MITE sont dépourvus de séquences
codantes, et sont probablement une forme particuliere de dérivés non autonomes d'éléments complets.
Tous les éléments transposables sont bordés de courtes duplications du gene cible (fleches noires)
générées lors de 1'insertion.

Il existe plusieurs familles de transposons a ADN, composées chacune d'une série
d'éléments mobilisables par la méme transposase (fig. 1b). Chaque famille ne contient qu'un
trés petit nombre de copies autonomes capables de coder pour une transposase fonctionnelle et
d'assurer leur propre mobilité. Les autres membres sont des éléments défectifs qui dérivent des
copies autonomes par diverses mutations et délétions, mais qui ont conservé leur capacité a étre
mobilisés par la transposase produite par I'élément autonome correspondant. Contrairement
aux rétroéléments, la mobilisation d'une copie de transposon a ADN ne requiert pas sa
transcription, mais simplement la présence des séquences terminales et subterminales, en
particulier les courtes répétitions terminales inversées appelées TIR (Terminal Inverted

Repeats) reconnues spécifiquement par la transposase apparentée produite en trans.

Une autre catégorie d'éléments de classe II, les MITE (Miniature Inverted-repeat
Transposable Elements), présente quelques particularités troublantes (revues in Feschotte et
al.,2002a et 2002b). Ce sont de tres petits éléments (quelques centaines de pb) qui ne portent
pas de séquences codantes. Ils sont porteurs de TIR, qui permettent dans certains cas de les
associer a un élément plus grand potentiellement autonome, et représentent probablement
une forme particuliere de dérivés non autonomes d'éléments complets. Toutefois 1'excision
d’un MITE n'a pu étre prouvée que tres récemment (Kikuchi er al., 2003 ; Nakazaki et al.,
2003). Plus intriguant, les MITE sont généralement distribués en familles d'éléments tres
conservés de taille homogene, présents en tres grand nombre de copies (plusieurs milliers a
plusieurs dizaines de milliers). Ces caractéristiques laissent penser que les MITE pourraient
s'amplifier a haut niveau par un mécanisme encore inconnu a ce jour.
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Pourquoi utiliser les éléments transposables pour évaluer la diversité génétique ?

Du simple fait de leur activité de transposition, les éléments transposables sont
naturellement générateurs de la principale qualité attendue d'un marqueur, c'est-a-dire le
polymorphisme. La base principale de leur utilisation comme marqueurs moléculaires est la
détection de leur polymorphisme d'insertion, c'est-a-dire des deux états alléliques alternatifs
possibles pour chaque site d'insertion : « site vide » (élément non présent) ou « site plein »
(élément présent) (fig. 2). Selon le moment ou l'intégration de 1'élément a eu lieu, le
polymorphisme d'insertion qui en résulte peut différencier des lignées, des groupes de
lignées, ou des especes. Chez les eucaryotes supérieurs comme les plantes et les vertébrés,
il y a généralement peu de convergence d'insertion, c'est-a-dire qu'une insertion retrouvée au
méme endroit dans deux génotypes traduira une insertion présente dans un ancétre commun
a ces deux génotypes.

Les €éléments les plus utilisables pour évaluer la diversité génétique sont ceux qui
répondent aux criteres d'un grand nombre de copies, garantie d'une potentialité de
polymorphisme plus €levé, et d'une stabilité des insertions, garantie de leur transmission a la
descendance. Les éléments les plus utilisés a ce jour sont donc les rétroéléments,
essentiellement les rétrotransposons a LTR et les SINE. Les MITE, bien que susceptibles de
s'exciser, sont depuis peu également tres utilisés, car ils s'amplifient a haut niveau et la
distribution de leurs insertions présente des caractéristiques intéressantes (ci-dessous). En
effet, la distribution génomique des éléments joue un réle important, en particulier leur
positionnement éventuel a proximité des régions géniques, qui influencera les chances de

générer des marqueurs utilisables pour suivre des genes d'intérét agronomique.

Stratégies mises en ccuvre

La détection des polymorphismes d'insertion peut se faire apres révélation simultanée
de la totalité ou d'une fraction significative des insertions d'un élément donné dans un
génome, pour générer ce que I'on appelle des profils d'insertion. Ces profils d'insertion sont
réalisés par amplification PCR d'une collection de fragments de bordures d'insertion (zone
frontaliere contenant l'extrémité de 1'élément et le début des séquences génomiques de I'hote
flanquant 1'insertion). Ces fragments débutent dans les régions terminales des différentes
copies de I'élément et se terminent, soit dans ' ADN génomique flanquant, soit dans la region
terminale d'autres copies de 1'élément (fig. 3 et 4). L'ensemble des fragments amplifiés
reflete les différents sites d'insertion existant dans le génotype testé et forme une « carte » de
la représentation de I'élément transposable dans ce génotype. Il est également possible de
détecter 1'état allélique de sites d'insertion individuels pour générer des marqueurs site-
spécifiques utilisables sur de larges gammes d'échantillons (fig. 5).

Profils d'insertion

La stratégie la plus utilisée pour générer des profils d'insertion est dérivée de I'AFLP
(Vos et al., 1995). Elle a pour but d'amplifier les fragments bordures des insertions d'un
élément transposable donné, jusqu'a un site de restriction localisé dans la région génomique
flanquante (fig. 3 et 4). L'efficacité de la stratégie est basée sur le postulat que chaque copie
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Figure 2. Les éléments transposables comme outils de marquage moléculaire. La base de leur
utilisation est la détection des polymorphismes d'insertion. Une copie particuliere peut étre présente en
un site donné (le site est dit « plein ») ou en étre absente (le site est dit « vide »), selon le moment ou
la transposition a eu lieu. Ces polymorphismes d'insertions peuvent servir a différencier les génotypes :
les insertions aux sites 2 et 3 sont apparues apres la divergence entre les génotypes A et B et peuvent
étre utilisées pour les distinguer, le site 2 étant « plein » en A et « vide » en B, et le site 3 étant « vide »
en A et « plein » en B. Les insertions anciennes peuvent servir a tracer les apparentements entre
génotypes : l'insertion au site 1, présente dans 1'ancétre, est retrouvée dans les deux génotypes A et B
dérivés. La robustesse de 1'information est d'autant plus forte que les insertions sont stables (exemple
des rétrotransposons) ou relativement stables (exemple des MITE). L'association des nombreux sites
d'insertion présents dans chaque génotype permet de calculer apparentements et distances génétiques.
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SSAP

IRAP/IMP

REMAP

Figure 3. Principales stratégies pour générer des profils d'insertion. Elles sont basées sur
I'amplification simultanée des régions bordures de plusieurs insertions présentes au sein d'un méme
génotype. La SSAP révele des fragments amplifiés entre I'élément et un site de restriction adjacent
(SR). C'est la technique la plus utilisée, car sa réussite ne dépend pas du nombre de copies de I'élément.
L'TRAP et I'IMP, qui révelent des polymorphismes d'insertion entre éléments proches, sont efficaces
surtout dans le cas d'éléments présents en grand nombre de copies. La REMAP révele des
polymorphismes d'insertion entre éléments et microsatellites adjacents.

insérée se trouve statistiquement a une distance différente du site de restriction, et sur
I'utilisation de systémes de détection a haute résolution permettant de différencier des
bandes de tailles treés proches. Pour cela, ' ADN génomique est digéré par une enzyme de
restriction, et les extrémités des fragments sont liées a des adaptateurs (fig. 4a). Une PCR
est ensuite réalis€ée avec une amorce correspondant a l'adaptateur et une amorce
correspondant a 'extrémité de 1'élément transposable. Cette derniére amorce est marquée
(radioactivité, fluorescence) de facon a ne révéler que les fragments ancrés dans I'élément.
Chaque copie va ainsi générer un fragment d'amplification contenant les séquences
terminales de 1'élément et les séquences génomiques flanquantes situées entre 1'élément et le
site de restriction. Les fragments amplifi€s sont ensuite séparés en fonction de leur taille par
diverses techniques a haute résolution (gel de séquencage, séquenceurs a capillarité), pour
obtenir des profils d'insertion (fig. 4b). La comparaison des profils d'insertion générés pour
différents génotypes permet d'identifier les polymorphismes d'insertion : la présence d'un
fragment traduit l'existence d'une insertion a un endroit donné, et 1'absence de ce fragment
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Figure 4. Exemples de profils d’insertions obtenus par SSAP avec trois rétrotransposons de tomate
différents (R1, R2 et R3) sur 6 accessions de Lycopersicon.

(A) L’ADN génomique a été digéré par EcoRlI, ligué a des adaptateurs, et amplifié avec une amorce
correspondant a 1’adaptateur (sans base sélective ajoutée) et une amorce correspondant au début de la
LTR de chacun des trois éléments, marquée au 33P.

(B) Les fragments amplifiés ont ensuite ét€ déposés sur gel d’acrylamide a haute résolution afin
d’identifier les bandes SSAP polymorphes. Celles-ci peuvent ensuite étre recensées pour leur
présence/absence a travers le profil d’insertion.

(C) Les bandes SSAP peuvent également étre réamplifiées a partir du gel pour 1'analyse des séquences
flanquantes et I’obtention de marqueurs site-spécifiques.
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dans certains génotypes indique en théorie que ce site y est dépourvu de cette méme
insertion. L'analyse combinée de l'ensemble des profils d'insertion permet de classer les
génotypes et de calculer apparentements et divergences génétiques. Il est a noter que ces
marqueurs sont dominants, puisque 1'état hétérozygote site vide/site plein ne peut &tre
différencié de 1'état homozygote site plein/site plein.

Cette stratégie possede différentes appellations. La premiere du point de vue
chronologique — et la plus utilisée — est celle de SSAP (Sequence-Specific Amplified
Polymorphisms), décrite a 'origine pour le rétrotransposon d'orge BARE-1 (Waugh et al.,
1997). Une autre dénomination est celle de Transposon Display, décrite a 1'origine pour le
transposon dTphl de pétunia (Van den Broeck et al., 1998). La SSAP et le Transposon
Display sont tres similaires a des techniques décrites pour 1'analyse de séquences flanquant
le T-DNA dans des collections de mutants d'insertion (Devic et al., 1997 ; Frey et al., 1998).
Toutes ces techniques different essentiellement par 1'utilisation (ou non) de diverses procédu-
res destinées a limiter l'amplification parasite de type AFLP qui peut avoir lieu entre les
amorces adaptateur, en utilisant par exemple des amorces particulieres assymétriques ou en
sélectionnant biochimiquement les fragments ancrés dans 1'élément. Il est également
fréquent d'ajouter des nucléotides sélectifs en 3' de 1'amorce adaptateur pour fractionner les
pools de fragments amplifi€s, notamment lorsque I'on travaille avec des éléments a grand
nombre de copies. Toutes ces techniques, qui sont tres similaires a I'AFLP dans leur concept,
présentent les mémes avantages (elles apportent des informations multiples) et les mémes
inconvénients (elles sont assez lourdes a mettre en ceuvre, puisqu'il faut digérer ' ADN et
liguer les fragments a des adaptateurs). Pour étre efficaces, elles nécessitent d'utiliser une
amorce proche des extrémités de I'élément transposable, c'est-a-dire de préférence dans la
LTR dans le cas des rétrotransposons.

D'autres stratégies d'obtention de profils d'insertion, telles que I'IRAP (Inter-
Retrotransposon Amplified Polymorphisms) ou 1'IMP (Inter-MITE polymorphisms), sont
basées sur la détection des polymorphismes d'insertions par PCR directe entre éléments
(Kalendar et al., 1999, Chang et al., 2001) (fig. 3b). Elles sont beaucoup plus simples a
mettre en ceuvre que la SSAP, puisqu'il n'est pas nécessaire de digérer ' ADN, mais elles ne
sont efficaces que si le nombre de copies de I'élément est particulierement élevé (plusieurs
dizaines de milliers de copies). La REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified
Polymorphisms), par contre, qui est basée sur des PCR directes entre élément et
microsatellites (Kalendar et al., 1999) (fig. 3c) parait plus prometteuse, dans la mesure ou
des séquences microsatellites peuvent étre étroitement associées a des rétrotransposons, du
moins chez 1'orge (Ramsay et al., 1999).

Stratégies « site-spécifiques »

Un polymorphisme d'insertion correspond a un éveénement biologique précis : la
présence ou l'absence d'un élément a un endroit donné. Si I'endroit en question a été identifié
au préalable, cet évenement peut €tre suivi de facon individuelle. Les stratégies « site-
spécifiques » ont donc pour but la détection des deux états alternatifs « site vide » ou « site
plein » d’un site d'insertion individuel, a l'aide d'amorces définies dans les séquences
génomiques flanquant l'insertion, et utilisées en combinaison ou pas avec des amorces
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définies dans I'élément transposable (fig. 5). Leur avantage par rapport aux méthodes basées
sur l'obtention de profils d'insertion est qu'elles font appel a des PCR directes et que, dans
certains cas, il est possible d'effectuer des analyses a haut débit sur un trés grand nombre
d'échantillons.

Site "plein" Site "vide"

A

I-..IEI...-‘ -Ih.-I...--..-\

Changement de taille de I'amplifiat

B

‘..:}..-\ --."..""..r

amplifiat pas d'amplifiat

BI

--.4:}..-\ L L LTS L S

pas d'amplifiat amplifiat

Figure 5. Principales stratégies « site-spécifiques ». Elles ont pour but de détecter les deux états alléliques
(« vide » ou « plein ») d'un site d'insertion individuel. (A) Dans le cas des éléments de petite taille (MITE,
SINE), deux amorces dessinées dans les régions flanquantes de chaque c6t€ de l'insertion permettent de
distinguer les deux alleles grice au changement de taille de 1'amplifiat (marqueurs co-dominants). (B) Il
est également possible de distinguer les deux alleles en combinant une amorce dessinée dans une région
flanquante et une amorce « élément », ce qui ne produira un amplifiat que lorsque le site est « plein ».
Cette stratégie a l'avantage d'étre utilisable quelle que soit la taille de I'élément inséré, et lorsque seules
les régions flanquant un coté de 1'élément sont connues. Elle a cependant l'inconvénient de générer des
marqueurs dominants. (B') Dans le cas des éléments de grande taille (rétrotransposons, LINE), deux
amorces dessinées dans les régions flanquantes de chaque coté de 1'insertion ne produiront un amplifiat
que lorsque le site est « vide ». Les résultats sont donc a l'inverse de ceux obtenus en (B). La combinaison
de (B + B'), dans laquelle chaque PCR est le controle de 1'autre, génere des marqueurs co-dominants, et
a été appelée RBIP (Retrotransposon-Based Insertion Polymorphisms). Les stratégies (B) et (B + B'), qui
ne sont basées que sur la présence/absence d'un amplifiat, offrent 1'avantage de pouvoir étre automatisées
et utilisées a haut débit sur un grand nombre d'échantillons.
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Pour les polymorphismes d'insertion de petits éléments comme les SINE ou les MITE,
I'état « site vide » ou « site plein » se traduit par une différence dans la taille du produit PCR
généré a partir de deux amorces flanquantes encadrant le site d'insertion (fig. 5a). Les
résultats sont analysés en fonction des tailles des produits d'amplification. Il s'agit dans ce
cas de marqueurs co-dominants. Une autre stratégie (fig. 5b), générant des marqueurs
dominants, fait appel a une PCR entre une amorce externe flanquante et une amorce de
I'élément transposable (PCR « externe/interne »). Il n'y a donc amplification que lorsque le
site est « plein », et il n'est pas nécessaire de connaitre la taille du fragment amplifié, les
résultats étant basés sur la présence (« site plein ») ou 'absence (« site vide ») d'un amplifiat.
Sauf a des fins de vérification, il n'est donc pas nécessaire de définir la taille du produit
d'amplification, et les échantillons peuvent &tre analysés par toute technique rapide de
détection de la présence d'ADN, ou par dot-blots avec une sonde du site d'insertion, ou bien
a l'aide d'amorces fluorescentes, permettant éventuellement de combiner plusieurs sites
polymorphes.

La grande taille des rétrotransposons, qui rend difficile une amplification entre deux
amorces flanquantes lorsque le site est « plein », a permis un développement intéressant
appelé RBIP (Retrotransposon-Based Insertion Polymorphisms) (Flavell et al., 1998). La
RBIP combine la PCR « externe/interne » citée plus haut & une PCR parallele réalisée entre
deux amorces flanquantes encadrant l'insertion (PCR « externe/externe ») (fig. 5b'). Cette
PCR « externe/externe » ne donnera un produit d'amplification que lorsque le site est
«vide », c'est-a-dire qu'elle produit un résultat exactement inverse de celui donné par la PCR
« externe/interne ». Chacune des deux PCR est donc un contrdle de l'autre, ce qui permet
d'éviter les faux positifs ou les faux négatifs. En outre, la RBIP génére des marqueurs co-
dominants puisque les deux états du site d'insertion sont différenciables.

L'inconvénient majeur de ces stratégies « site-spécifiques » est qu'il faut connaitre les
séquences génomiques flanquant l'insertion. Ces données peuvent étre acquises par le
séquencage de bandes SSAP polymorphes extraites d'un gel, puisqu'elles contiennent les
séquences flanquant un des cotés de 1'élément (fig. 4c). Pour la RBIP, les séquences
flanquant 1'autre c6t€ doivent aussi étre obtenues, par exemple en réalisant une SSAP avec
une amorce ancrée dans la région flanquante connue, et réalisée sur un génotype ou le site
est « vide ». Pour les especes qui font 1'objet de gros efforts de séquencage génomique, ces
données peuvent aussi étre obtenues a partir de banques de données, en recherchant des
insertions complétes ou des régions bordures d'insertion. Une fois ces données de séquence
acquises, les stratégies « site-spécifiques » sont extrémement aisées a utiliser. Dans certains
cas, elles peuvent étre automatisées afin de définir rapidement et de fagon reproductible,
pour un tres grand nombre d’échantillons, la présence ou l'absence d'une insertion a un
endroit donné (Flavell et al., 2003). Elles permettent ainsi de traiter de facon extrémement
performante les informations apportées par quelques sites polymorphes.

Utilisations possibles

Les marqueurs basés sur les éléments transposables ont bien entendu les mémes
applications que les autres marqueurs moléculaires « classiques » RFLP, RAPD, AFLP ou
microsatellites. De plus, les €léments qui génerent des insertions stables, comme les
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rétroéléments, sont de bons outils de systématique moléculaire. En effet, 1'information
obtenue avec leurs polymorphismes d'insertion est temporellement orientée, puisque, a la
différence des autres marqueurs moléculaires pour lesquels 1'état ancestral est méconnu ou
ambigu, on connait I'état ancestral pour chaque site d'insertion potentiel, qui est I'état « vide »
de toute insertion.

Cartographie et clonage de génes d'intérét

Différentes études ont intégré ces marqueurs dans des cartes génétiques, surtout chez
les céréales :

— chez l'orge, des marqueurs SSAP, IRAP et REMAP basés sur le rétrotransposon
BARE-1 (Waugh et al., 1997 ; Manninen et al., 2000) et des marqueurs IMP basés sur des
MITE (Chang et al., 2001) ;

— chez l'avoine, des marqueurs SSAP basés sur BARE-1 (Yu et Wise, 2000) ;

— chez Aegilops, des marqueurs IRAP and REMAP basés sur les éléments BARE-1 et
Sukkula (Boyko et al., 2002) ;

— chez le pois, des marqueurs SSAP basés sur le rétrotransposon PDR1 (Ellis et al.,
1998) ;

— chez le mais, des marqueurs basés sur le MITE Heartbreaker (Casa et al., 2002).

Malgré la présence de « points chauds » d'accumulation, surtout chez les céréales, les
marqueurs rétrotransposons semblent généralement assez bien répartis le long des groupes
de liaison de ces différentes especes, et peuvent présenter des localisations particulieres
permettant le clonage de genes d'intérét. Ainsi des marqueurs IRAP et REMAP basés sur
BARE-1 ont permis de cartographier plus précisément des genes de résistance chez 1'orge
(Manninen et al., 2000). Il est clair également que les marqueurs IMP auront un role
important a jouer dans un proche avenir, en raison de l'association préférentielle apparente
des MITE avec des séquences codantes (Jiang et Wessler, 2001 ; Santiago et al., 2002). Outre
cette application, les marqueurs basés sur les éléments transposables sont également en cours
d'utilisation pour la localisation de caracteres qualitatifs ou le positionnement de QTL
d'importance agronomique (voir Kumar et Hirochika, 2001).

Phylogénie et systématique moléculaire

On peut citer différents exemples d'utilisation des rétroéléments pour la construction
d'arbres phylogénétiques. Les polymorphismes d'insertion des SINE ont par exemple été
largement utilisés pour définir les relations phylogénétiques entre especes animales, tout
comme pour les apparentements et les déplacements de populations humaines (revue in
Shedlock et Okada, 2000). Chez les plantes, le premier exemple est un travail réalisé chez
les Brassica (Cruciféres) a 1'aide de 1'élément SINE S1Bn, dont 21 sites d'insertions ont
permis de réaliser une phylogénie plus discriminante que d'autres basées sur plus d'une
centaine de marqueurs RFLP (Tatout et al., 1999). Dans le genre Pisum, des marqueurs
SSAP basés sur les polymorphismes d'insertion du rétrotransposon PDR1 (Ellis et al., 1998 ;
Vershinin et Ellis, 1999) ou sur une combinaison des polymorphismes d'insertion de PDR1
et de trois autres rétrotransposons de pois (Pearce et al., 2000) ont permis d'obtenir une
image détaillée des relation intra- et interspécifiques a 1'intérieur du genre Pisum.
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Analyse de ressources génétiques et génotypage

Les marqueurs basés sur les polymorphismes d'insertion peuvent également s'avérer tres
utiles pour différencier des génotypes au niveau intra-spécifique, en particulier dans des especes
possédant une faible diversité génétique et pour lesquels les marqueurs moléculaires
conventionnels révelent peu de polymorphismes. Les stratégies « site-spécifiques » a haut débit,
en particulier, offrent des outils potentiellement utiles a des fins de protection variétale, ou pour
la structuration de grandes collections de ressources génétiques. Ainsi, des travaux sont
actuellement réalisés dans le cadre d'un projet CEE (QLRT-1999-31502 TEGERM) dans le but
d'obtenir des marqueurs RBIP utilisables pour structurer des collections de ressources
génétiques de pois, d'orge, de tomate et de piment. De méme, chez le tabac, la combinaison
d'une douzaine de sites polymorphes permet d'identifier des lignées de tabacs industriels
(Bonnivard et al., 2001). En outre, ces stratégies « site-spécifiques » permettent un contrdle
qualité, qu'il s'agisse d'évaluer le degré de pureté d'un lot de semences ou de déterminer la nature
génétique d'un matériel végétal brut ou transformé, pur ou en mélange, entre autres exemples.

Comparaison avec les autres marqueurs

L'ensemble des études publiées depuis 1997 montre que les marqueurs basés sur les
polymorphismes d'insertion d'éléments transposables sont de puissants outils d'analyse de la
biodiversité, car ils présentent souvent un polymorphisme plus important que d'autres marqueurs
moléculaires « classiques ». Cette affirmation est étayée par différentes études visant & compa-
rer les polymorphismes obtenus par SSAP et par AFLP. Ainsi, le pourcentage de polymorphisme
observé par SSAP avec le rétrotransposon BARE-1 est significativement supérieur, de 25 %
chez 'orge (Waugh et al., 1997) et de 30 % chez I'avoine (Yu et Wise, 2000), a celui obtenu par
AFLP. De méme chez le pois (Ellis et al., 1998), les SSAP réalisées en utilisant le
rétrotransposon PDR1 se sont avérées 2 a 3 fois plus polymorphes que I' AFLP. Une des raisons
de ces niveaux apparemment plus élevés serait que le polymorphisme SSAP est plus complexe.
En effet, les profils d'insertion ne révelent pas simplement la dynamique de transposition de
I'élément utilisé. Ils refletent également un éventuel polymorphisme de séquence au niveau du
site de restriction flanquant, voire d'éventuelles variations de s€quence au niveau des extrémités
de 1'él€ément transposable, a 1'endroit d'ancrage de 1'amorce. Les profils d'insertion représentent
donc la combinaison de diverses sources de variabilité, et seules les stratégies « site-spécifiques
» traduisent les polymorphismes d'insertion au sens strict du terme.

Pour quelles espéces ?

Les éléments transposables, et en particulier les rétrotransposons, sont présents dans toutes
les especes dans lesquelles ils ont été recherchés. Il n'y a aucune limitation théorique du champ
d'application des marqueurs basés sur les polymorphismes d'insertion. Les séquences de
rétrotransposons ou de MITE isolés a partir de trés nombreuses especes sont déja répertoriées
dans les bases de données (comme par exemple http:/www.tigr.org/tdb/e2k1/plant.repeats/), et
peuvent permettre la définition des amorces nécessaires pour développer des marqueurs. En
outre, des programmes informatiques récents permettent d'identifier de nouveaux transposons a
partir des données de séquences génomiques, méme partielles, qui sont en train de
s'accumuler pour de nombreuses especes (Le et al., 2000 ; McCarthy et McDonald, 2003).
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Figure 6. Stratégie d’obtention de régions LTR de rétrotransposons de type Tyl/copia (Pearce et al.,
1999). Elle est basée sur I'existence de motifs protéiques conservés, situés tout a la fin du domaine codant
(région RNAseH de la RT). Ces motifs servent a définir des amorces dégénérées susceptibles de
reconnaitre de fagon aspécifique I'ensemble des rétrotransposons de type Tyl/copia présents dans un
génome. L'ADN génomique est digéré de facon a obtenir des fragments contenant une partie terminale
de I'ORF et le début (ou la totalité) de la LTR 3' située a proximité. Les fragments sont ensuite ligués a
des adaptateurs, et une PCR est réalisée a l'aide d'une amorce adaptateur et de 1'amorce RNAseH
dégénérée. Cette derniere est biotinylée de fagon a permettre une étape de sélection des produits PCR.
Apres clonage, on obtient ainsi une collection de séquences issues de plusieurs familles de
rétrotransposons Tyl/copia, séquences qui démarrent toutes en fin de RT et s'arrétent en des endroits
variables en aval. Ces séquences contiennent potentiellement le début de 1a LTR 3' de chaque élément. La
LTR 3' étant par définition homologue a la LTR 5', il est ainsi possible de dessiner des amorces permettant
de déterminer les polymorphismes d'insertion SSAP de chaque nouvelle famille de rétrotransposons.
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Lorsque 'on s'intéresse a des especes pour lesquelles on ne dispose pas d'élément connu
ou de données de séquencage importantes, on peut utiliser une stratégie d'isolement de
séquences de LTR mise au point pour les rétrotransposons de type Tyl/copia (Pearce et al.,
1999). Cette technique utilise la présence, en fin de séquence codante (région RNAseH de la
RT), de motifs protéiques conservés qui permettent de dessiner des amorces dégénérées
« universelles » susceptibles d'amplifier de facon aspécifique tous les éléments de type
Tyl/copia d'un génome (fig. 6). Elle permet ainsi d'amplifier, a partir de ces éléments, des
fragments internes contenant le début de la LTR 3', a partir de laquelle il sera possible de
définir des amorces pour révéler les polymorphismes d'insertion. De nouveaux
rétrotransposons ont ainsi pu étre caractérisés avec succes chez le pois, Vicia faba et Picea
abies (Pearce et al., 1999) ainsi que chez la tomate (Pearce, non publié), le tabac (Poncet,
non publi€), le poivron et 'aubergine (Mhiri, non publié).

Suivant les objectifs d'analyse que 1'on s'est fixé, cette technique peut donc fournir
relativement rapidement de nouvelles familles de rétrotransposons présentant les qualités
désirées, ou dont les polymorphismes pourront étre combinés entre eux.

Spécificités des marqueurs basés sur les polymorphismes d'insertion

Des polymorphismes utiles ont pu étre obtenus pour des éléments dont le niveau
d'amplification est extrémement différent, puisque BARE-1 est présent en plus de 70 000
copies dans le génome de 1'orge, alors que PDR1 n'est présent qu'en 200 copies dans le
génome du pois. En outre, ces techniques ne nécessitent pas de disposer d'un
rétrotransposon dont l'activité soit connue, puisqu'elles visent pour 1'essentiel a retracer son
activité antérieure, récente ou lointaine. Toutefois, 1'efficacité de ces stratégies va dépendre
de la distribution génomique des éléments transposables, qui ne sont pas toujours répartis
de facon homogene dans le génome, ainsi que de leur dynamique d'amplification. En effet,
les éléments transposables ne sont pas des séquences inertes. Ils s'amplifient selon des
modalités propres, qui varient selon 1'élément et ses conditions d'expression, et
probablement selon l'histoire évolutive et environnementale de l'espeéce hote. Enfin, le
postulat de stabilité des insertions, notamment dans le cas des rétrotransposons, doit étre
pondéré par l'existence de mécanismes qui peuvent entrainer la perte d'insertions au cours
de 1'évolution et permettent a 1'hdte de contréler les charges mutagene et pondérale que
représentent ces éléments.

Distribution génomique

De nombreuses études cytogénétiques de la distribution de rétroéléments sur les
chromosomes de plantes (Kumar et Bennetzen, 1999) tendent a montrer que la plupart
d'entre eux sont retrouvés tout le long les chromosomes, a 1'exception notable de la plante
modele Arabidopsis thaliana, ou les rétroéléments tendent a occuper des régions
centromériques et péricentromériques (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). La
cartographie des insertions de BARE-1 chez 'orge (Waugh et al., 1997) ou chez Aegilops
(Boyko et al., 2002), de PDRI1 chez le pois (Ellis et al., 1998) ou de différents MITE chez
I'orge (Chang et al., 2001), a confirmé cette distribution chromosomomique dispersée.
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Cependant, leur distribution fine n'est pas homogene, et varie selon l'espece et
I'élément. Une des especes les mieux documentées est le mais, ol une fraction importante
des rétrotransposons est retrouvée sous forme d'insertions imbriquées les unes dans les au-
tres dans les espaces intergéniques (San Miguel ef al., 1996). Ce gonflement des régions
intergéniques contribue a la différence de taille génomique entre le mais et le sorgho
(Tikhonov et al., 1999). De facon plus générale, il semble que les insertions de rétroéléments
de grande taille soient relativement exclues des régions géniques proprement dites chez de
nombreux eucaryotes, plantes ou animaux (Medstrand ez al., 2002). En revanche, les petits
éléments comme les MITE ou les SINE ont une distribution trés différente, et sont
fréquemment retrouvés a proximité des séquences codantes (Jiang et Wessler, 2001 ;
Santiago et al., 2002). Pour cette raison, leurs insertions, en particulier celle des MITE, sont
considérées comme plus polymorphes que celle des rétrotransposons, bien que des
comparaisons précises restent a réaliser. De plus, la distribution des éléments transposables
sur le génome est dynamique, et ces tendances semblent s'accentuer en fonction de 1'dge de
I'insertion: la fréquence d'association des petits éléments comme les MITE ou les SINE avec
des génes augmente avec leur dge (Santiago et al., 2002) alors que les éléments de grande
taille, au contraire, seraient d'autant plus exclus des régions géniques qu'ils sont anciens, du
moins chez I'homme (Medstrand et al., 2002). Chez le tabac, nos résultats vont également
dans ce sens, car ils montrent que les copies du rétrotransposon Tntl sont préférentiellement
associées a des genes quand elles viennent de transposer, tandis que les copies anciennes
semblent plus souvent associées a de I' ADN répété (Le et al., non publi€).

Cette exclusion progressive des régions géniques peut s'expliquer par un éventuel
impact négatif d'une insertion dans ou prés d'un geéne, qui conduit & une mutation contre-
sélectionnée par la suite. Le resserrement progressif de 1'association entre MITE/SINE et
geénes est cependant plus singulier, et suggere que ces insertions pourraient avoir un effet
positif. Une revue récente de plus de 2000 génes humains montre d'ailleurs que pres du quart
de leurs régions promotrices 5' contiennent des €léments transposables, trés majoritairement
des SINE, et que pour une proportion significative de ces geénes, les régions cis-régulatrices
dérivent de 1'élément transposable (Jordan et al., 2003). Quelle que soit la raison de cette
association entre les geénes et les petits éléments de type MITE ou SINE, elle suggere que
leurs insertions seraient moins fréquemment éliminées et représenteraient donc des outils de
systématique moléculaires plus fiables.

Contréle de la transposition et dynamique d'amplification

La distribution d'une famille d'éléments transposables dans sa gamme d'hdtes n'est pas
forcément homogene. Certains éléments sont restreints a une ou deux especes hotes, tandis
que d'autres peuvent étre distribués dans plusieurs genres d'une méme famille végétale. De
plus, le nombre de copies et le niveau de polymorphisme d'un méme élément peuvent diffé-
rer d'un hote a l'autre. Les raisons de ces différences sont mal connues, mais elles refletent
sans doute des différences dans la régulation de la transposition selon le contexte génomique.
Ces différences pourraient étre directement liées aux conditions d'expression, en particulier
dans le cas des rétrotransposons. Les rétrotransposons de type Tntl des Solanacées, par
exemple, présentent une forte variabilité des régions régulatrices de la transcription, entre
especes hotes et au sein d’'une méme espece hote (Vernhettes ef al., 1998 ; Araujo et al.,
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2001). Cette variabilité est associée a des régulations transcriptionnelles différentes, du
moins chez le tabac (Beguiristain et al., 2001). Cette observation suggere que cette famille
de rétrotransposons évolue par modification de ses conditions d'expression, ce qui va
nécessairement générer des modes d'amplification différents, peut-€tre spécifiques de
chaque hote et/ou de son histoire environnementale. Par extension, le comportement d'un
élément dans une espece ne refleétera pas nécessairement son comportement dans une autre
espece de la méme famille végétale.

Cependant, seule une poignée de rétrotransposons ou de MITE actifs ont été
caractérisés a ce jour et peu de choses sont donc connues sur les modalités d'activation de la
plupart de ces éléments. Le développement de marqueurs moléculaires basés sur les
polymorphismes d'insertion permet cependant une meilleure compréhension de leur
comportement. L'amplification de 1'élément PDRI1, par exemple, semble avoir été
relativement constante a travers les différentes especes du genre Pisum, sauf pour l'espéce
Pisum abyssinicum, ou l'amplification de PDRI1 a cessé tres tot (Ellis er al., 1998). Par
contre, les insertions de BARE-1 sont polymorphes chez plusieurs autres céréales comme le
blé, le seigle et I'avoine (Gribbon et al., 1999) et méme d'autres herbacées (Vicient et al.,
2001a), ce qui indique que l'activité transpositionnelle de cette famille d'éléments a été
maintenue a travers un tres large spectre d'hotes. De méme, Tntl semble avoir maintenu son
activité transpositionnelle a travers plusieurs genres de la famille des Solanacées, bien que
les niveaux d'amplification different pour chaque espece (non publi€).

De nombreux rétrotransposons de plantes sont activés par des stress ou des
modifications environnementales (Grandbastien, 1998 ; Melayah ef al., 2001). Une tres belle
étude a d'ailleurs mis en évidence des différences dans le contenu en BARE-1 de populations
d'orge sauvage Hordeum spontaneum, en réponse a des divergences climatiques (Kalendar
et al., 2000). L'histoire environnementale de 1'héte va donc jouer un rdle crucial dans la
dynamique d'amplification d'un élément donné et dans la génération de polymorphismes
d'insertion potentiellement utiles.

Un autre facteur important sera I'histoire évolutive de 1'hote, en particulier 1'importance
des croisements interspécifiques qui ont pu générer des évenements d'introgression ou de
l'allopolyploidie. En effet, I'hybridation interspécifique active l'amplification de
rétroéléments chez certains animaux (O'Neill ez al., 1998). La situation est pour le moment
plus controversée pour les plantes, ou plusieurs exemples montrent qu'une hybridation
interspécifique peut activer 1'expression de rétrotransposons, mais pas forcément leur
amplification (Baumel et al., 2002 ; Kashkush ez al., 2003).

Pour toutes ces raisons, une famille d'éléments donnée ne sera pas forcément
informative a tous les niveaux taxonomiques et son utilit¢ dépendra de sa dynamique
d'amplification. Les polymorphismes d'insertion de 1'édlément PDR1 du pois refletent par
exemple bien la phylogénie de la majorité des especes de Pisum qui I'hébergent, ainsi que la
distribution éco-géographique des accessions, sauf pour l'espece Pisum abyssinicum, comme
décrit plus haut (Ellis et al., 1998). De méme, les polymorphismes des insertions du SINE
S1Bn se sont révélées utiles pour retracer la phylogénie du genre Brassica (Tatout et al.,
1999). Par contre, si les polymorphismes intervariétaux de BARE-1 reflétent I'évolution des

variétés d'orge, ses polymorphismes interspécifiques au sein du genre Hordeum sont trop
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élevés pour permettre d'établir une phylogénie (Kalendar et al., 1999). 1l en est de méme
pour les insertions de Tntl entre especes du genre Nicotiana (Melayah et al., 2004). Ces
observations suggerent que, dans le genre Hordeum comme dans le genre Nicotiana, des
vagues d'amplification postérieures a la spéciation masquent les insertions plus anciennes sur
des profils d'insertion. L'utilisation des polymorphismes d'insertions d'éléments
transposables demande donc une estimation au cas par cas du comportement d'un élément
donné a un niveau taxonomique donné, I'idéal étant un élément qui présente un taux constant
et relativement faible de transposition au cours du temps, comme cela semble étre le cas de
I'élément PDR1 du pois.

C'est donc 1a une des limitations de ce type de marqueur, mais qui peut étre contournée
en combinant plusieurs éléments possédant différentes dynamiques d'expansion. En effet,
chaque génome contient de nombreuses familles d'éléments différentes : on suppose par
exemple l'existence de plusieurs dizaines de familles de rétrotransposons chez le mais
(Bennetzen et al., 1998). Chaque famille d'éléments sera a priori activée par des stimuli
différents et présentera donc un niveau d'amplification et de polymorphisme différent. La
combinaison des polymorphismes d'insertion de différents éléments présents dans les mémes
hotes, et qui peuvent étre informatifs a des niveaux taxonomiques différents, a par exemple
permis d'affiner les relations entre des groupes d'especes du genre Pisum (Pearce et al.,
2000).

Des génomes en expansion permanente ?

Les insertions de rétroéléments sont considérées comme stables car il n'existe pas de
mécanisme spécifique d'excision totale d'un rétroélément hors de son locus d'insertion.
Cependant, les génomes de plantes ne sont pas en expansion permanente et irréversible. 11
existe en effet des mécanismes qui ralentissent, voire inversent, cet accroissement et des
données récentes montrent que les plantes ont été capables d'augmenter et de réduire la taille
de leurs génomes de facon répétée au cours de I'évolution (Bennetzen 2002 ; Wendel et al.,
2002).

Des copies peuvent étre perdues de facon non spécifique, a la suite d'événements de
délétion et/ou de recombinaison, pouvant d'ailleurs étre générés par interactions entre
éléments répétés. Mais le premier verrou de contrdle spécifique limitant 1'accroissement de
la taille des génomes est celui du controle de la transposition, qui est généralement tres strict.
Pour la plupart des rétrotransposons de plantes, l'expression est réduite a des conditions
particulieres ou a des tissus peu susceptibles de transmettre les nouvelles insertions a la
descendance. Des mécanismes €pigénétiques sont aussi impliqués dans la répression de
I'expression des rétroéléments de plantes (Okamoto et Hirochika, 2001). De plus, l'activation
transcriptionnelle de rétroéléments n'est pas nécessairement suivie de leur transposition
(Kashkush et al., 2003), ce qui indique que le contrdle de la transposition peut avoir lieu a
différents moments du cycle. Un deuxieme mécanisme spécifique de réduction de la charge
en rétrotransposons est celui de la recombinaison entre LTR a l'intérieur d'un méme élément.
Ce mécanisme élimine la majeure partie de 1'élément pour ne laisser qu'une LTR unique,
générant ainsi ce que I'on appelle une solo LTR. Il y a par exemple vingt fois plus de solos
LTR de BARE-1 que d'éléments complets dans le génome de certaines especes d'Hordeum,
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et leurs proportions relatives varient selon I'hdte (Vicient et al., 1999). 11 s'agit donc 1a d'un
contrdle extrémement efficace, et probablement hote-spécifique, du nombre de copies
actives au sein d'un génome. La présence d'une solo LTR a un site donné n'affecte pas la
bande générée sur un profil d'insertion si I'amorce rétrotransposon est choisie dans la LTR.
Elle peut par contre rendre plus complexe l'utilisation de ce site pour la RBIP, puisque la
PCR « externe/externe » générera aussi un amplifiat. Un troisieéme verrou de contréle se situe
au niveau du maintien d'une insertion donnée. Les insertions d'éléments transposables
peuvent avoir un effet phénotypique qui va jouer sur les fréquences respectives de l'allele
vide ou de l'allele plein dans une population donnée, jusqu'a 1'éventuelle élimination de 1'un
ou de l'autre. Des mécanismes de ce genre sont probablement a l'origine des intéressants
décalages décrits plus haut dans la distribution des éléments en fonction de leur age. Enfin,
il a été proposé tres récemment que le taux de recombinaison illégitime pourrait &tre un
facteur fondamental de contrdle du nombre de rétrotransposons, en particulier dans les petits
génomes. Le contenu en rétrotransposons d'Arabidopsis thaliana est par exemple trés faible
(2 %), et la majorité de ces éléments sont inactifs. Cependant, son génome porte les traces
partielles de la présence de trés nombreux rétrotransposons ce qui suggere que sa taille
génomique aurait été réduite par fragmentation d'anciens éléments endogeénes a la suite de
nombreux évenements de recombinaison illégitime (Devos et al., 2002 ; Bennetzen, 2002).

L'ensemble de ces observations indique I'existence de mécanismes qui limitent et
inversent l'expansion génomique entrainée par l'activité d'éléments répétés a mode de
transposition réplicatif. Le principe de la stabilité d'une insertion donnée doit donc toujours
&tre manié€ avec précaution et il est généralement nécessaire d'associer plusieurs insertions
polymorphes pour valider totalement les informations qu'elles apportent.

Conclusion

La découverte des éléments transposables par B. McClintock a été une étape majeure
dans 1'évolution de nos concepts sur 'hérédité. Longtemps considérés comme de 'ADN
« parasite », les éléments transposables apparaissent actuellement comme un des principaux
agents de la fluidité et de la dynamique des génomes. Ils sont capables de modifier
rapidement leur positionnement dans le génome, ainsi que leur nombre de copies, et sont
probablement I'un des facteurs principaux des variations de taille des génomes végétaux.
Outre des remaniements chromosomiques, ils génerent des mutations plus fines et sont
capables de modifier I'expression des genes cellulaires. Ils sont méme a 'origine des régions
régulatrices d'une proportion non négligeable de genes. Leur activité dépend d'interactions
subtiles et complexes avec leurs génomes hotes, et réactualise un concept autrefois
perturbant pour la génétique classique, a savoir la possibilit€¢ d’une influence de
I’environnement sur la structure du génome. En outre, ils sont capables de faire varier leurs
séquences afin d'adapter leur comportement a leur hote. Toutes ces particularités font des
éléments transposables des modeles d’études fascinants pour les processus de régulation
génique et d’évolution, et ils sont parfois considérés comme un facteur important de la
macroévolution et de la spéciation (McDonald, 1990 ; Hamdi et al., 2000).

C'est ce role essentiel dans la génération de diversité génétique qui justifie pleinement
l'utilisation des éléments transposables comme marqueurs moléculaires. Ils ont des
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applications dans plusieurs domaines d'analyse, depuis la systématique moléculaire jusqu'au
génotypage, l'une des applications les plus prometteuses étant probablement le
développement de stratégies automatisables a haut débit. Dans les espeéces en cours de
séquencage, le développement de ces stratégies est généralement corrélé avec la recherche
active d'insertions a partir de bases de données, voire avec la mise en évidence de
polymorphismes in silico. Chez les especes pour lesquelles ce n'est pas le cas, et qui forment
I'immense majorité, il est possible d'isoler des rétrotransposons a partir de certains motifs
conservés de leurs régions codantes. Il est donc possible de développer I'utilisation de ces
éléments comme marqueurs moléculaires quelle que soit 1'espece d'intérét.

Ainsi, le développement et la généralisation de 1'utilisation des éléments transposables
de diverses especes permettra d'avoir une vision de plus en plus précise de leur
comportement et de mieux comprendre leur impact biologique et leur importance comme
moteurs de 1'évolution des génomes.
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