
Marqueurs moléculaires et cartographie de QTL

U de Tlemcen 22 – 27 Juin 2019



1. Les marqueurs moléculaires



Notion de marqueur génétique

• Marqueur génétique = caractère variable mesurable

• Permettant de caractériser/identifier un individu

• Leur transmission héréditaire peut être suivie au cours des 

générations



Marqueurs génétiques: propriétés désirables

• Très polymorphes

• Reproductibles

• Codominants

• Distribués régulièrement le long du génome

• Discriminants

• Non soumis à l’influence de l’environnement

• Peu coûteux

• Faciles à mesurer



La première génération de 
marqueurs génétiques

• Les marqueur phénotypiques 

(morphologiques): caractères observables, 

variables, monogéniques, peuvent être 

utilisés pour identifier un individu 

• Inconvénients: nombre limité, influencés 

par l’environnement

• Il faudra développer autres types de 

marqueurs….. Les marqueurs biochimiques



Les marqueurs biochimiques

• Protéines: Enzymes, protéines de réserve

• Electrophorèse + coloration histochimique spécifique de la protéine en question

• Isozymes: différentes formes d’une enzyme canalisant la même réaction mais 

codées par différents loci

• Allozymes: différentes formes d’une enzyme codées par différents allèles d’un 

locus

• Ici, isozymes au sens large

• Protéines souvent utilisées:



Les isozymes (isoenzymes)

Isozyme profiles of oats cultivars

Amylase

Peroxidase

Sumathi and Balamurugan, 2014, Discrimination of oats (Avena sativa L.) cultivars using isozyme markers, African Journal of Biotechnology, DOI: 10.5897/AJB2013.13158 



• Inconvénients:

• Soumis à l’influence de l’environnement

• Nombre limité: relativement peu d’essais biochimiques disponibles pour 

révéler des enzymes

Les isozymes (isoenzymes)



Marqueurs moléculaires

• Basés sur la molécule d’ADN

• Avantages:

• Non influencés par l’environnement

• Potentiellement, en nombre illimité

• Permet d’accéder l’origine de toute variation mesurable



Polymorphisme de longueur de fragment de restriction

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)



Polymorphisme de longueur de fragment de restriction

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Digested genomic DNA Revelation

Evaluation of Genetic Diversity in Vigna radiata (L.) Using Protein Profiling and Molecular Marker (RFLP). 



ADN polymorphe amplifié au hasard
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)



ADN polymorphe amplifié au hasard
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

RAPD marker profiles of 10 landraces of V. umbellata generated by primer OPBB1



Polymorphisme de longueur des fragments d'amplification
Amplification Fragment Length Polymorphism (AFLP)



Polymorphisme de longueur des fragments d'amplification
Amplification Fragment Length Polymorphism (AFLP)



Les marqueurs microstallites
Simple Sequence Repeats (SSR)

Polymorphisme de nombre d'unités de répétition



Les marqueurs microstallites
Simple Sequence Repeats (SSR)



M13 -tailed PCR with fluorescent primer labelling 

FAM

NED

PET

VIC

PCR reaction

Analyse de fragment en utilisant le séquenceur



PCR product visualization

PCR 

product

3130 Genetic 

Analyser

Genemapper 

software

Les marqueurs microstallites
Simple Sequence Repeats (SSR)



Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

• Avantages

• Abondance

• Aptitude à l'automatisation



Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

• Techniques de génotypage de première génération

• Basées sur deux étapes:

1. Découverte: re-séquençage ou criblage des librairies de séquences préexistantes

2. Génotypage: développement d’une plateforme de génotypage (microarry) pour un 

ensemble des SNP découvert (position, fréquences alléliques)

• Plusieurs technologies:

• Génotypage de SNP individuels: CAPs, HRM

• Génotypage multiplex à grande échelle: Les puces à ADN (DNA microarrays)



High Resolution Melting (HRM)

• Basé sur la dissociation de l’ADN double brin 

sous l’effet de la T°c

• Dépend de la GC % et de la distribution des 

nucléotides

• Eléments nécessaires:

• Produits d’amplification

• Un fluorophore intercalaire spécifique à l’ADN double 

brin

• Thermocycleur, détecteur de fluorescence et système 

de visualisation https://www.qiagen.com/dz/resources/technologies/hrm/principle%20of%20hrm%20technology/



Génotypage à 
grande échelle 
(SNP microarrays)



Génotypage à grande échelle (SNP microarrays)



Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

• Techniques de génotypage de deuxième génération

• Basées sur une seule étape: découverte et génotypage simultanés par 

séquençage

• Next génération sequencing technologies (NGS)

• Ex: GBS (Genotyping By Sequencing) basée sur la technologie de séquençage de 

Illumina



Genotyping By Sequencing (GBS)

Principles: 

Reduction of genome complexity 

using methylation sensitive REs 

which filter out repetitive genomic 

fraction.

Sequencing focused to the ends of 

restriction fragments (64 bp).



1. DNA sequencing

• Library preparation: DNA digestion + adaptors ligation

• Cluster generation: Bridge PCR

• Sequencing: Reversible terminator sequencing

2. Bioinformatics processing of sequence data for SNP identification

Genotyping By Sequencing (GBS)



Library preparation: needed materials

DNA



Library preparation workflow

Adapter pair



Illumina sequencing
primers

Flowcell binding
oligonucluotides

Barcode
(4 to 8 bp)

Stisky ends Insert

Sequencing fragment



• Objective: signal amplification

• Method: bridge PCR

Cluster generation



Bridge PCR

2 primers attached to the 
surface of flowcell. One has 

a cleavable site

Library is loaded into 
the channel

Extension reaction Formamide
denaturation and 

washing away

Bridge formation Extension reaction denaturation and 
washing 

After 35 cycles Red primer Cut off and 
washed out



3. Reversible terminator cyclic array sequencing



64-bp sequence reads

Cut site 
remnant

Barcode
Genomic 
sequence

Output of Illumina Platform



Data analysais



Data analysais



Data analysais



SNP data matrix UPAC 
nucleotide

code
Base

A Adenine

C Cytosine

G Guanine

T Thymine

R A/G

Y C/T

S G/C

W A/T

K G/T

M A/C



Autres types de marqueurs moléculaires

• Techniques principales:

• RFLP

• RAPD

• AFLP

• SSR

• SNP

• Autres techniques:

• ISSR

• CAPS

• SCAR



Comparaison des principales techniques

Marqueur Nombre Codominance Polymorphisime Cout

Isozymes < 90 oui faible faible

RFLP illimité oui moyen moyen

RAPD illimité non moyen faible

SSR illimité oui très élevé faible

AFLP illimité non élevé moyen

SNP illimité oui très élevé élevé!!!



2. Cartographie de QTL



Introduction

• Objectif: identifier le déterminisme génétique d’un caractère

• QTL (Quantitative trait locus): Une région chromosomique contenant 

un/des gènes affectant un caractère quantitatif

• Combien de QTLs pour un caractère?

• Modèle de Mather: très grand nombre de QTLs avec un effet mineur et similaire

• Modèle de de Robertson: peu de QTLs avec un effet majeur et beaucoup avec un 

effet mineur



Introduction

• Cartographie de QTLs

• Déterminer la position sur la carte génétique

• Déterminer l’effet du QTL sur la variation phénotypique du caractère (R²%)

• Déterminer le type d’action (additive, dominance, épistasie, 

combinaison)



Principe de détection de QTLs

Moyenne qq/mm/aa

Moyenne QQ/MM/AA

Différence



Comment cartographier les QTLs

• Construire une population ségrégante

• Phénotyper la population pour le caractère d’intéret

• Génotyper la population par un nombre suffisant de marqueurs

• Construire la carte génétique

• Réaliser l’analyse de QTLs (associer le génotype au phénotype)



Populations pour cartographie de QTLs

• Espèces autogames

• BC1: Backross1

• F2

• DHLs: Double haploid lines

• RILs: Recombinant inbred lines

• Autres

• Espèces allogames

• F1



Backcross



F2



Lignées haploïdes doublées (DHL)



Recominant Inbre Lines (RILs)



Populations pour cartographie de QTLs

F1



Génotyper la population par un nombre suffisant de marqueurs

• Quel type de marqueurs?

• Isozymes (isoenzymes): enzymes présentant différentes séquence d'acides 

aminés mais catalysant la même réaction chimique

• RFLPs: Restriction Fragment Length Polymorphism

• RAPDs: Random Amplified Polymorphic DNA

• AFLPs: Amplified Fragment Length Polymorphism

• SSRs: Simple Sequence Repeat

• SNPs: Single Nucleotide Polymorphism



Construction de cartes génétiques

• Objectif: déterminer la position relative des marqueurs sur les 

groupe de liaison (linkage groups, chromosomes)

• Principe: la distance entre les marqueurs est proportionnelle à 

la fréquence de recombinaison entre eux



Construction de cartes génétiques

Fréquence de recombinaison (r)= nombre de recombinants/total

0 < r < 0.5

½(1-r)

½(r)

½(r)

½(1-r)



Construction de cartes génétiques

Pere Arús, 2008



Fonction de calcul de la distance génétique



Fonction de calcul de la distance génétique



Le test statistique



Comment construire une carte?

• Calculer les distances entre tout les paires de marqueurs

• Etablir les groupes de liaison: grouper ensemble tout les 

marqueurs ayant des liaisons significatives (en fonction du seuil  

fixé pour LOD) 

• Ordonner les marqueurs à l’intérieur des groupes

• MapMaker, IciMapping, JoinMap (payant)



Méthodes d’analyse de QTLs

Qgene, QTL cartographer, R/QTL, IciMapping


