CARACTERISATION VARIETALE Les marqueurs moléculaires : un nouvel outil pour l'inscription et la
protection variétale ?
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Résumé : Le Geves (Groupe d'étude et de controle des variétés et des semences) a pour mission
officielle de mener les études nécessaires a I'homologation des variétés végétales nouvelles, la
protection juridique du droit des obtenteurs et la certification des semences avant leur
commercialisation, dans le cas des espéces soumises a une certification réglementaire. L'inscription
d'une variété nouvelle au catalogue officiel est une condition nécessaire a sa commercialisation. Pour
étre homologuée, une variété doit étre distincte, homogéne et stable (DHS) et apporter un progrées
au niveau de sa valeur agronomique ou technologique (VAT). L'expertise des nouvelles variétés est
effectuée pour le compte du CTPS (Comité technique permanent de la sélection), placé sous
I'autorité du ministere de I'Agriculture. Le matériel végétal nouveau peut bénéficier d'une protection
légale par la délivrance d'un certificat d'obtention végétale (COV) par le CPOV (Comité de protection
des obtentions végétales), en application de la convention internationale de I'Upov (Union pour la
protection des obtentions végétales). La protection juridique du droit de I'obtenteur permet la
valorisation de I'innovation variétale et, donc, celle des investissements de recherche. La production
de semences certifiées suit des protocoles et respecte des normes de qualité tres précises. Avant leur
commercialisation, tous les lots de semences d'espéeces certifiables sont échantillonnés et analysés.
Les controles d'identité et de pureté variétale ainsi que les analyses de qualité des semences sont
réalisés a la demande du SOC (Service officiel de contréole et de certification), service technique du
GNIS (Groupement national interprofessionnel des semences).

Summary : The use of molecular markers for the registration of new varieties and for the protection
of plant breeders has been analysed in many research studies and widely discussed among the
international seeds community. Before adopting these powerful varietal characterisation tools, the
underlying methods and techniques used remain to be defined.
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ARTICLE
Une évolution inévitable

Les analyses réalisées pour I'homologation et la protection des variétés et pour la certification des
semences sont aujourd'hui fondées sur des observations phénotypiques, biochimiques ou physiques.
Mais I'augmentation inéluctable du nombre des variétés des collections de référence (ensemble des
variétés notoirement connues) et les difficultés croissantes rencontrées par les groupes d'experts du
CTPS pour distinguer les variétés nouvelles de certaines espéces rendent I'approche moléculaire
nécessaire. La perspective a court terme d'une redistribution des analyses DHS par espéce au niveau
européen pousse le Geves a réfléchir davantage sur les moyens d'optimiser la procédure d'inscription
actuelle pour la rendre plus compétitive vis-a-vis de ses homologues étrangeres.

L'intérét de la caractérisation moléculaire de la biodiversité apparait dans tous les domaines de la
génétique végétale : taxonomie (pour une meilleure compréhension de I'évolution des espéces),
gestion des ressources génétiques (constitution de cores collections), amélioration des plantes
(identification de groupes d'aptitude a la combinaison, sélection assistée par marqueurs) et, enfin,
inscription et protection variétale (tragabilité, harmonisation). Bien que son efficacité ait été
largement prouvée en taxonomie, en gestion des ressources génétiques et en amélioration des
plantes, la caractérisation moléculaire ne parvient pas a étre adoptée dans les procédures
d'inscription et de protection des variétés.

Si le bien-fondé de I'utilisation des marqueurs moléculaires dans la procédure d'inscription n'est pas
encore totalement admis, il est clair que I'approche moléculaire doit constituer I'un des éléments a la
base de ['établissement de la dérivation essentielle d'une variété par rapport a une autre
préalablement inscrite [1]. Le droit de I'obtenteur et sa protection légale étant reconnus et appliqués
par tous les pays signataires de la convention internationale de I'Upov, les modalités d'utilisation de
ces caractéres alternatifs doivent étre définies a I'échelle internationale. Des groupes de travail
transversaux ont été constitués a I'Upov pour réfléchir a I'évolution et a I'harmonisation des
protocoles en liaison avec les représentants des obtenteurs, notamment au travers de I'Assinsel
(Association internationale des sélectionneurs). Enfin, les marqueurs moléculaires semblent étre
particulierement bien indiqués pour vérifier l'identité et la pureté variétales nécessaires a la

certification des lots de semences.

Encore au stade prospectif, les bases moléculaires et statistiques de la distinction, de l'identification,
de I'homogénéité et de la pureté des variétés passent par le calcul de distances génétiques [2].

La notion de variété est née en 1932, date de la création du catalogue officiel des espéces et des
variétés. Il a fallu attendre 1961 pour que la protection de la propriété industrielle soit adaptée au
matériel végétal. Enfin, ce n'est qu'en 1991 qu'une définition claire de la variété a vu le jour, de
méme que le concept de dérivation essentielle. Espérons qu'il ne faudra pas attendre 2011 pour voir
entrer en vigueur l'utilisation des marqueurs moléculaires dans la caractérisation officielle des
variétés. Si I'on considére qu'il existe un continuum entre I'ADN, I'ARN, les protéines/enzymes et les
caractéres morphophysiologiques, I'utilisation des marqueurs moléculaires revient a faire un zoom
sur les génotypes en augmentant le pouvoir de discrimination entre individus et groupes d'individus.
Il reste a déterminer le seuil de distinction pour chaque espéce, afin d'isoler les différences
biologiques significatives et pertinentes des différences dues a des variations aléatoires, non



reproductibles. L'homogénéité étant un corollaire de la distinction, il conviendra de fixer un seuil en
fonction de la variabilité génétique présente dans l'espece et en fonction de son mode de
reproduction. La crainte des sélectionneurs a propos d'une exigence accrue en termes

d'homogénéité liée a l'introduction des marqueurs moléculaires n'est donc pas justifiée deés lors
gu'une distance génétique est calculée.

Relation entre distance phénotypique et distance moléculaire

La figure 1 montre la relation caractéristique qui lie les distances phénotypiques (Mahalanobis) entre
145 lignées de mais aux distances génétiques (Rogers) calculées entre ces mémes lignées. Dans cet
exemple, les distances phénotypiques ont été calculées a partir de 10 variables quantitatives. Les
distances génétiques ont été calculées a partir de 80 marqueurs moléculaires de type RFLP. Les
concepts de distinction (fondée sur les caracteres phénotypiques) et de dérivation essentielle
(fondée sur les marqueurs moléculaires) sont clairement représentés, respectivement par les seuils
horizontaux et verticaux. Différents cas possibles sont envisagés en fonction de la position des
couples de lignées vis-a-vis de ces seuils. La dérivation essentielle d'une variété nouvelle par rapport
a une variété initiale n'a de sens que si ces deux variétés sont distinctes de I'ensemble de la collection
de référence mais également entre elles, donc inscriptibles. Cette relation a depuis été observée sur
d'autres espéces [3, 4]. Le Geves développe actuellement un logiciel de prédiction de distances
phénotypiques par les données moléculaires, dont I'objectif est de linéariser cette relation.

Plusieurs phénomeénes peuvent expliquer cette relation triangulaire :
- la compensation de certains caractéres élémentaires dans I'expression de caractéres complexes ;
- la faible proportion du génome impliquée dans I'expression de caracteres phénotypiques ;

- la multiplicité des origines génétiques engendrant des variations de déséquilibres de liaison (co-
sélection de caracteres non liés physiqguement mais dont la combinaison fournit un avantage
adaptatif ou sélectif) ;

- I'absence des conditions environnementales nécessaires a |I'expression de tous les caracteres.

L'utilisation des marqueurs moléculaires dans la procédure d'inscription variétale peut s'envisager
sous plusieurs aspects :

- la gestion des collections de référence ;
- I'établissement de la dérivation essentielle ;
- I'appréciation de I'homogénéité variétale.

Une examen des concepts et méthodes statistiques liés a I'utilisation des marqueurs moléculaires
pour l'inscription variétale est présentée par Van Euwijk et Baril [1].



Gestion des collections de référence

Les marqueurs moléculaires pourraient étre utilisés pour prédire les distances phénotypiques entre
variétés. Ainsi, avant la premiére expérimentation au champ, les marqueurs moléculaires
renseigneraient sur la proximité de la variété candidate vis-a-vis des variétés de la collection de
référence et des autres candidates. Il suffirait alors d'implanter c6te a cote les variétés candidates et
les variétés de la collection de référence jugées proches par I'équation de prédiction. Toutefois, si le
pouvoir explicatif de tels modeles peut étre élevé, il est fondamental de vérifier leur pouvoir
prédictif. La bonne capacité de prédiction de ces modeles ne sera conservée que si les déséquilibres
de liaison mis en évidence dans les ensembles de variétés ayant permis d'estimer les paramétres des
modeles sont conservés au sein des nouvelles variétés candidates a l'inscription. La figure 2
représente l'intervalle de confiance (a 95 %) autour de la distance observée en fonction de la
distance prédite par ces modeles. Le seuil horizontal correspond au seuil de distinction et les deux
seuils verticaux correspondent aux bornes inférieure et supérieure de la distance prédite. L'utilisation
des marqueurs moléculaires pour prédire les distances phénotypiques est fondée sur le
raisonnement suivant :

- pour une distance prédite inférieure a la borne inférieure ou supérieure a la borne supérieure, il
n'est pas nécessaire d'implanter au champ les lignées de référence ;

- pour une distance prédite comprise entre ces deux bornes, les lignées de références concernées
doivent étre mises au champ a c6té de la lignée candidate en question.

Les erreurs commises peuvent étre de deux types : fausse similarité ou fausse distinction.
L'application d'un modele linéaire liant chaque variable phénotypique quantitative a des marqueurs
moléculaires a permis d'économiser la mise au champ d'un tiers de la collection de référence, sans
risque d'erreur significatif, dans une étude réalisée sur les 145 lignées de mais présentées
précédemment [5]. Pour plus de sécurité, dans les simulations réalisées par Nuel et al., seules les
fausses distinctions ont été autorisées (dés qu'une lignée de référence avait une distance prédite
avec la lignée candidate inférieure a la borne supérieure, elle était implantée a ses cotés). Ces
premiers résultats sont encourageants et ces modeles vont étre appliqués a d'autres especes. Par
ailleurs, ils sont en cours d'extension a la prédiction de variables phénotypiques discrétes. Enfin, il
semble évident que la prédiction des distances morphologiques par les données moléculaires sera
améliorée lorsque des QTL de caracteres de distinction seront localisés.

Etablissement de la dérivation essentielle

La figure 3 synthétise les trois dimensions a prendre en compte avant d'utiliser des marqueurs
moléculaires dans le cadre de la distinction variétale (DHS) ou de la dérivation essentielle (EDV). Les
méthodes de calcul de distances entre variétés dépendent en effet du type de caractére (sélectionné
ou neutre), du type de variété (homogéne ou hétérogéne) et du type de marqueur (dominant ou co-
dominant). Dans le cas de la dérivation essentielle, le tableau synthétise les distances génétiques les
plus adaptées aux différentes situations [6]. Pour des variétés homogénes (83 variétés de colza)
caractérisées par des marqueurs dominants (154 marqueurs AFLP cartographiés), une étude
comparative a été menée pour juger de l'efficacité de la distance BLUE (best linear unbiased
estimator) par rapport a la distance de Rogers.



Distance de Rogers :
=L 33 (Pi- Py
Distance BLUE :
Di=(1"V'1)-1(1"V")D!

L est le nombre de loci, A, est le nombre d'alleles au locus /, AP, est la fréquence de l'alléle a au locus
1 pour la variété i, D’; est le vecteur de distances de Rogers entre les variétés i et j a chaque locus, 1
est le vecteur identité, V est la matrice de variance-covariance fondée sur les distances
cartographiques.

La distance BLUE est fondée sur l'intégration de l'information fournie par la carte génétique
(corrélations entre les marqueurs) dans la matrice de pondération utilisée pour calculer la distance
génétique. La figure 4 montre, d'une part, que l'estimateur de la distance BLUE présente une
variance inférieure a celle de I'estimateur de la distance de Rogers et, d'autre part, que le gain de
précision apporté par cet estimateur est d'autant plus important que la densité des marqueurs sur la
carte génétique est élevée. L'intérét de la distance BLUE par rapport a la distance de Rogers tombe
en cas d'indépendance des marqueurs utilisés et/ou en cas d'absence de consanguinité entre les
variétés étudiées. Si l'indépendance peut étre un des critéres de choix des marqueurs moléculaires,
I'nypothese d'absence de consanguinité entre deux variétés soupconnées d'étre essentiellement
dérivées I'une de I'autre a peu de chance d'étre vérifiée.

Appréciation de I'homogénéité variétale

La figure 5 présente les premiers résultats obtenus sur trois variétés de colza (une variété issue
d'haplodiploidisation trés homogéne, une variété hétérogéne présentant six individus hors-type et
une variété trés hétérogene, non fixée) concernant l'utilisation des marqueurs moléculaires (173
marqueurs AFLP) pour apprécier I'homogénéité variétale et la présence d'individus hors-type (HT)
[6]. L'indice de diversité de Nei, calculé pour chaque variété en excluant les individus hors-type, est
en accord avec l'appréciation phénotypique de I'homogénéité des variétés. L'ACP (analyse en
composantes principales) réalisée sur les données moléculaires de I'ensemble des individus des trois
variétés étudiées montre une correspondance parfaite entre homogénéité phénotypique et
homogénéité génétique. Tous les individus hors-type (HT) au champ apparaissent hors-type (HT) sur
le plan moléculaire. Cela tendrait a prouver que, sur du matériel végétal sélectionné et suffisamment
fixé, la variabilité neutre est tres liée a la variabilité phénotypique. Toutefois, ces résultats doivent
étre corroborés par des expérimentations a plus grande échelle.



CONCLUSION

A la lumiére de ces quelques illustrations, il apparait que les travaux doivent &tre poursuivis sur les
liens entre la variabilité neutre et la variabilité des caractéres agronomiques.

Pour conclure, il est clair que la prise en compte du marquage moléculaire dans les procédures
d'inscription des variétés d'especes végétales relevent de nombreuses disciplines (génétique des
populations, génétique quantitative, biologie moléculaire, agronomie, biostatistique) et qu'une
intégration de ces approches s'avere aujourd'hui nécessaire.
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Figure 1. Distance phénotypique en fonction de la distance génétique fondée sur
des données RFLP de 145 lignées de mais : représentation graphique des concepts
de distinction et de dérivation essentielle.
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Figure 2. Marqueurs moléculaires et gestion des collections de référence : distance
phénotypique observée en fonction de la distance phénotypique prédite par les

marqueurs moléculaires.
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Figure 3. Trois sources de variabilité a prendre en compte pour l'inscription et la
protection variétale : les types de caractére, de variété et de marqueur

moléculaire.
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Tableau. Mamueurs moleculaires et derivation essentielle : distances genetiques en fonction des types de

varigtes et de donnees molecuiaires.

Type de variétés

Marqueurs codominants
(Données locus —- alléle)

Marqueurs dominants
(Données bandes)

Varietes homogenes
(lignees, clones, hybrides...)

- distance de Rogers [8]
— distance BLUE (cartographie) [9]

- distance de Nei & Li [10]
— distance de laccard [11, 12]

Varietes heterogenes
(synthetiques, populations...)

- distance de Rogers debiakee [13]
- distance de Sanghvi [14]

- distance de Rogers debiakee
sous I'hypothese de biallelisme [13]



