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RESUME : Afin d’assurer une transparence  tout le long de la chaîne de transformation de la viande, il faut
disposer d’un système de traçabilité performant.  La traçabilité administative montre des limites que l’utili-
sation de marqueurs génétiques pourrait surmonter.  Le génome de chaque individu possède des diffé-
rences de séquences, à la base du polymorphisme génétique, dont les marqueurs génétiques sont les
témoins.  Parmi  ceux-ci, deux classes semblent s’imposer en matière de traçabilité :  les microsatellites
et les polymorphismes simple nucléotide.  Les microsatellites sont caractérisés par un degré de polymor-
phisme important avec de nombreux allèles pour un même locus.  De plus, leur détection se fait directe-
ment par amplification itérative.  Techniquement, le problème se pose lors de la détection simultanée de
plusieurs microsatellites où le patron obtenu est difficile à interpréter.  Les polymorphismes simple nucléo-
tide sont répresentés par des mutations ponctuelles dans la séquence nucléotidique.  Ils sont fréquents,
stables, répartis de façon aléatoire et généralement bialléliques.  La détection se fait soit par hybridation
sur des biopuces, soit par spectrométrie de masse ou par d’autres techniques facilement automatisables.
Cette automatisation est nécessaire pour pouvoir tester un grand nombre de polymorphismes simultané-
ment sur un grand nombre d’échantillons, permettant ainsi de diminuer les coûts.  L’avantage majeur des
polymophismes simple nucléotide est le signal binaire obtenu, son désavantage est le caractère popula-
tion-spécifique de ce type de marqueur.
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INTRODUCTION

Les récentes crises de la “vache folle”
ou encéphalopathie spongiforme
bovine et de la “ dioxine ” ont accen-
tué les besoins de disposer d’un sys-
tème efficace de traçabilité de nos
animaux d’élevage, de leur naissance
à leur transformation en viande.  Lors
de la crise de la dioxine, des milliers
d’animaux furent détruits entraînant
des pertes énormes pour l’ensemble
du secteur.  Le nombre de ces pertes
aurait pu être réduit si un système de
traçabilité efficace avait existé.  En
effet, les systèmes de traçabilité exis-
tants (SANITEL et autres) permettent
difficilement de remonter l’ensemble
de la filière et les fraudes restent pos-

sibles (Evrard et al., 2001).
Récemment cependant, les progrès
dans le domaine de la génétique
moléculaire des eucaryotes sous l’im-
pulsion de vastes programmes de
séquençage ont permis, d’une part
d’obtenir un nombre grandissant de
séquences d’ADN disponibles dans
des banques de données et d’autre
part, le développement de technolo-
gies permettant l’analyse génétique.

Si on excepte le cas des vrais
jumeaux, le génome de chaque indi-
vidu est unique. En d’autres termes,
au sein d’une espèce, il est possible
de distinguer des individus différents
car ils possèdent des différences dans
la séquence de leur ADN.  Ces varia-

tions sont générées par des mutations
qui au niveau de la population sont le
moteur de l’évolution.  Bien que ces
mutations puissent se traduire phéno-
typiquement, la plupart sont neutres.
Elles peuvent affecter des régions
importantes du génome (remanie-
ments chromosomiques) ou des
régions plus petites (mutations ponc-
tuelles, insertions, délétions). 

Un marqueur génétique est une
séquence d’ADN,  polymorphique,
dépendant d’un locus spécifique loca-
lisé à un endroit précis du génome,
facile à étudier et utilisé à l’origine
pour localiser des gènes associés à
des pathologies mais aussi comme
signature (empreinte) du génome étu-





dié.  Pour des raisons de facilité, les
premières études portèrent sur les
protéines plutôt que sur les gènes.
Elles concernaient les groupes san-
guins, les protéines sériques, …
(Juneja et Vogeli, 1998).  Mais les
techniques s’étant affinées depuis le
début des années 1980, les marqueurs
génétiques sont directement étudiés à
partir de l’ADN (tableau I).

Essentiellement trois types majeurs
de polymorphismes génétiques peu-
vent être utilisés comme marqueurs
génétiques : l’ADN satellite, les
mutations “ simple polymorphisme ”
et l’amplification aléatoire d’ADN
polymorphe.

LES MARQUEURS
GENETIQUES

L’ADN satellite.

Dans le génome, on trouve des
séquences répétées.  Celles-ci sont
classées en fonction du nombre de
répétitions, de la taille du motif répé-
té et de la dispersion de ces séquences
répétées dans le génome.
L’ultracentrifugation en gradient de
chlorure de césium a été depuis des
années la technique de prédilection
pour isoler de l’ADN génomique.  On
constate que l’ADN génomique
forme une bande majeure dans le gra-
dient et une bande plus fine appelée
ADN satellite qui possède une densi-
té différente due à des différences
dans la composition en bases.
L’analyse de cet ADN satellite révèle
de petites séquences répétées plu-
sieurs centaines ou milliers de fois.
Cet ADN répété peut être localisé à
des endroits précis du chromosome
(centromère, télomère) ou dispersé de
façon plus homogène dans le géno-

me.  Ces répétitions peuvent être
groupées en tandem à un endroit pré-
cis du génome.   Les minisatellites
ont des unités répétées de 9 à 64
nucléotides, voire d’avantage
(Moran, 1998).  Décrits initialement
chez l’homme (Jeffreys et al., 1985),
ils ont été ensuite mis en évidence
chez de nombreuses autres espèces.
Le nombre de répétitions varie très
fort à un endroit particulier entre indi-
vidus ce qui en fait potentiellement
une source de marqueurs génétiques.
Le polymorphisme est dû à des diffé-
rences dans le nombre de répétitions.
En raison de l’hypervariabilité dans
le nombre de copies répétées en tan-

dem, les minisatellites sont aussi
appelés VNTRs (Variable Number
Tandem Repeats) (Nakamura et al.,
1987).  Bien qu’ils soient très poly-
morphes, les minisattelites ne sont
guère utilisés comme marqueur géné-
tique principalement car ils ne sont
pas de bonnes cibles pour l’amplifi-
cation itérative (Polymerase Chain
Reaction ou PCR) en raison de la
taille importante des répétitions et du
nombre important de répétitions.  En
d’autres termes, les fragments à
amplifier sont très longs et le nombre
d’allèles si important que l’interpréta-
tion du patron s’avère difficile. Leur
technique d’étude est basée sur l’hy-
bridation  ADN-ADN après Southern
Blot (figure. 1A) (Coppieters et al.,
1990 ; 1994 ; Davies et al., 1992 ;
Signer et al., 1994, Coppieters et al.,
1994 ).   De plus, leur distribution ne
semble pas  aléatoire.  On leur préfè-
re les microsatellites qui  comme les
minisatellites sont des VNTRs.
Cependant, ils ont l’avantage d’avoir

des unités répétées plus petites (de 1 à
10 nucléotides), d’où leur appellation
de STR (Short Tandem Repeat), pour
une longueur totale de 10 à 100 pb et
un nombre de copies raisonnablement
bas ce qui en fait des cibles idéales
pour l’amplification par PCR  (figure
1B). Les microsatellites sont répartis
de façon relativement aléatoire le
long du génome.  On en compte en
moyenne 50 000 par génome.  Ils
constituent donc de bons candidats
comme marqueurs génétiques. De
plus, de nombreux microsatellites ont
été identifiés chez les principaux ani-
maux de rente.  Ainsi, si on recherche
dans la banque de séquences d’ADN
(Genbank), on obtient les résultats
suivants  pour la recherche conjointe
du terme “ microsatellite ” et de l’ani-
mal : Bos taurus (1345 références),
Gallus gallus (749 références), Sus
scrofa (348 références), Ovis aries
(191 références) et Capra hiricus (54
références).     Une fois, un microsa-
tellite identifié, il faut encore déter-
miner son degré de polymorphisme,
ainsi que la fréquence des différents
allèles dans la population étudiée et
ce à partir d’un échantillon de celle-
ci.  A partir de là, on peut calculer
l’heterozygotie (Nei et Roychaud-
hury, 1974) d’un marqueur qui est la
chance qu’un individu choisi au
hasard soit hétérozygote pour le mar-
queur :

(1) H=1-∑ i p2

où pi est la fréquence du ième allèle
dans la population.  Une façon plus
sophistiquée d’estimer le polymorph-
sime d’un marqueur est  le PIC
(polymorphism information content)
(Botstein et al., 1980).  Pour des
parents hétérozygotes A1A2, la moi-
tié des enfants seront aussi hétérozy-
gotes et donc sans information nou-
velle.  Le PIC pour un marqueur est
donné par : 

(2) PIC=1-∑i p2- ∑ ∑2 p2p2 .

Le dernier terme retranche la moitié
des croisements de même hétérozy-
gotie.   Pour les marqueurs liés au
chromosome X, l’hétérozygotie et le
PIC sont identiques.  Pour les mar-
queurs autosomaux, l’hétérozygotie
surestime parfois le contenu informa-
tionnel surtout dans les systèmes à
deux allèles (ce qui est rarement le
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Tableau I: Types de marqueurs génétiques

TTTTyyyyppppeeee nnnnoooommmmbbbbrrrreeee////ggggéééénnnnoooommmmppppoooollllyyyymmmmoooorrrrpppphhhhiiiissssmmmmeeee RRRRééééppppaaaarrrrttttiiiittttiiiioooonnnn DDDDéééétttteeeeccccttttiiiioooonnnn AAAAuuuuttttoooommmmaaaattttiiiissssaaaattttiiiioooonnnn

VNTR >10 000 +++

localisés aux
extrémités 
des 
chromosomes Southern Blot non

STR >100 000 +++ aléatoire PCR oui
SNP >1 000 000 + aléatoire Méthodes Diverses* oui
RFLP >100 000 + aléatoire PCR non

RAPD ? ++ aléatoire

PCR/restriction
Restriction/hybridatio
n oui

AFLP ? ++ aléatoire Restriction/ PCR oui
*: voir tableau II
VNTR: Variable Number of Tandem Repeat
STR: Short Tandem Repeat
SNP: Single Nucleotide Polymorphism
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism
RAPD: Random Amplification of Polymorphic DNA
AFLP: Amplified Fragment Lenght Polymorphism

Tableau I : Types de marqueurs génétiques

i=1 i=1 j=i+1 i j

nn n

i=1 i
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cas pour les microsatellites).  Ainsi
pour deux allèles de fréquences
égales l’hétérozygotie est de 0,5 alors
que le PIC vaut 0,375.  Pour les
microsatellites on obtient souvent des
valeurs de PIC plus élevées témoi-
gnant du caractère polymorphe de ce
type de marqueur.  Ainsi,  Peelman et
collaborateurs (1998) ont étudié la
variabilité de 23 microsatellites dans
4 populations de bovins en Belgique.
Ils obtinrent des valeurs de H de (0,69
± 0,12) et de PIC de (0,65 ± 0,13).   Il
est également possible de calculer la
probabilité que deux individus appar-
tenant à la même population ou à des
populations différentes soient iden-
tiques pour les marqueurs étudiés.
Ainsi, on constate que plus le nombre
d’allèles pour un marqueur est impor-
tant, plus le contenu en information
est important et plus il sera facile de
distinguer deux individus sur base de
ce marqueur (Peelman et al., 1998).
En pratique, on est amené à combiner
différents microsatellites pour obtenir
un test suffisamment discriminant.
Mais ceci n’est pas sans poser des
problèmes d’ordre technique.  En
effet, il faut choisir des amplimères
pour la PCR tel que la température
optimale d’annealing soit proche
pour chaque paire, de plus, il faut que
la taille des produits de PCR générés
ne se chevauche pas d’un microsatel-
lite à l’autre.  Il en résulte un patron
de produits d’amplification assez

complexe et difficile à interpréter.
Cependant, la demande aidant, les
appareils de séquençage automatique
sont maintenant équipés notament au
niveau des logiciels pour pouvoir
analyser ce genre de patron (ALFwin
Fragment Analyser 2.00,
Allelelocators, Amersham Pharmacia
Biotech, …).  Ainsi, des trousses
commerciales existent déjà pour cer-
taines espèces animales (Applied
Biosystems).  Le degré de multi-
plexation ne dépasse pas 4 STRs
pour la PCR (Heyen et al., 1997,
Peelman et al., 1998).  Mais des pro-
duits d’amplification marqués par le
même fluorochrome peuvent être
analysés simultanément par un appa-
reil de séquençage automatique si les
tailles des fragments sont suffisament
différentes.  En utilisant cette staté-
gie, Heyen et collaborateurs (1997)
ont pu analyser simultanément 22
microsatellites bovins.

Les “single nucleotide polymor-
phism ”.

Définition 

Les  SNPs  pour “ single nucleotide
polymorphism ” sont définis par la
coexistence d’au moins deux bases
différentes à la même position, cha-
cun avec une fréquence > 1%
(Krawczak, 1999).  Ils  affectent une
seule paire de base soit par substitu-
tion (remplacement d’un nucléotide

par un autre) soit par délétion ou
insertion d’une base.   Ces mutations
ponctuelles sont fréquentes dans le
génome (1/1000 pb).  On estime leur
nombre à environ 3 106 pour le géno-
me humain (Wang et al., 1998 ; Sauer
et al., 2000).  Les SNPs sont répartis
uniformément tout le long du génome
et sont, au même titre que les micro-
satellites, utilisés pour construire des
cartes de linkage.  Ces cartes fournis-
sent  des outils puissants pour la loca-
lisation et la caractérisation de fac-
teurs génétiques (Collins et al., 1997).
Les SNPs sont relativement stables
de génération en génération
(Krawczak, 1999), mais ils ont ten-
dance à être spécifiques d’une popu-
lation.  Le risque étant que les mar-
queurs développés pour une race au
sein d’une espèce animale ne soient
pas utilisables pour une autre race.
Un des avantages majeurs des SNPs
est leur capacité à être typées de
façon rapide et semi-automatique
(Landergren et al., 1998).   Les straté-
gies utilisées (tableau II) regroupent
d’une part les techniques basées sur
des  différences de mobilités électro-
phorétiques (DGGE, SSCP,….) ou de
temps de résolution (DHPLC) qui ne
permettent que de tester une ou deux
mutations à la fois et qui sont peu
automatisables et d’autre part, les
techniques plus facilement automati-
sables et qui permettent de tester un
grand nombre de SNPs en même
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Figure 1. Technique de détection des marqueurs géné-
tiques. A. Les minisatellites. VNTR (Variable Number
of Tandem Repeat).  Au même locus l’individu 1 et l’in-
dividu 2 diffèrent par le nombre d’éléments répétés.
L’ADN total est restreint par un enzyme de restriction,
les fragments de restriction sont séparés par électro-
phorèse en gel d’agarose.  Les fragments sont transfé-
rés sur une membrane de nylon.  Celle-ci est hybridée
avec une sonde correspondant à l’élément d’ADN
répété. B. Les microsatellites. STR (Short Tandem
Repeat).  L’individu 1 et 2 présentent un nombre de
répétitions différentes au même locus.  La région com-
prenant le microsatellite est amplifiée par PCR avec
les mêmes amorces.  La taille des produits d’amplifi-
cation est analysée par électrophorèse. C. Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP).  Au même
locus, l’individu 1 et l’individu 2 montrent une carte de
restriction différente pour un enzyme donné. Après res-
triction de l’ADN total, les produits de restriction sont
analysés par électrophorèse, transférés sur une mem-
brane de nylon et hybridés avec une sonde correspon-
dant à la région analysée.  Selon la position des sites
de restriction, la taille des fragments allumés sera dif-
férente.  Il est à noter qu'alternativement, on peut
amplifier la région d’intérêt par PCR et restreindre les
produits d’amplifications.  Les fragments de restriction
sont analysés par électrophorèse en gel d’agarose. D.
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD).
Le même amplimère est utilisé pour réaliser  une réac-
tion de PCR sur le génome de l’individu 1 et 2.  Selon
les endroits où l’amorce vient s’hybrider, la taille des
fragments d’amplification varie.



temps : les puces à ADN, la spectro-
métrie de masse et le OLA
(Oligonucleotide Ligation Assay).

Détection

a. Les Puces à ADN.

De nombreuses analyses en biologie
moléculaire reposent sur l’hybrida-
tion d’une sonde d’ADN sur des frag-
ments d’ADN immobilisés sur un
support solide (nylon,…).  Ces
séquences cibles ont été déposées ou
transférées sur ces membranes, appe-
lées maintenant “ macroarray ”.
Ceux-ci doivent être distingués des 
“ microarrays ”, terme reservé aux 
“ arrays ” miniaturisés appelés aussi
biopuces ou puces à ADN.  Les bio-
puces répondent, entre-autres, à la
nécessité de pouvoir analyser les
polymorphismes d’un génome
(Wilgenbus et Lichter, 1999).
L’hybridation couplée à l’utilisation
de puces à ADN (Chee et al., 1996)
permet de tester un grand nombre
(plusieurs milliers) de SNPs à la fois
(Wang et al., 1998).   Les technolo-
gies actuelles permettent la fabrica-
tion de biopuces de 1,28 cm de côté
pouvant contenir 400 000 oligonu-
cléotides, chacun occupant 20 sur 20
µm et contenant plus de 107 copies de
la sonde (Chee et al., 1996).    Parmi
les diverses solutions techniques dis-
ponibles sur le marché ou en dévelop-
pement (Marshall et Hodgson, 1998),
la technique de choix pour la détec-
tion des SNPs consiste en des oligo-
nucléotides courts synthétisés direc-
tement sur un support solide en utili-
sant la chimie des nucléotides photo-

labiles  masqués séquentiellement
(Fodor et al., 1991 ; Pease et al.,
1994).  L’ADN cible marqué par un
fluorochrome et constitué de produits
de PCR ou d’ADN génomique est
appliqué et la détection des fluoro-
chromes est effectuée.  L’avantage
des fluorochromes est que l’on peut
utiliser simultanément différents mar-
queurs (figure 2A).  Le dépôt des oli-
gonucléotides et la détection du
signal peuvent être automatisés.  Les
biopuces ont été utilisées  pour la
détection de SNPs (Wang et al., 1998,
Winzeler et al., 1998 ; Cargill et al.,
1999 ; Halushka et al., 1999). Pour
éviter les problèmes de bruit de fonds
dus au fait qu’il s’agit de distinguer
des cibles différant par un seul
nucléotide, deux types d’approches
semblent prometteuses.  D’une part,
coupler l’hybridation à une réaction
d’extension d’amorce (; Patinen et
al., 1997, Dubiley et al., 1999,
Patinen et al., 2000).  D’autre part,
cette technologie peut être couplée à
celles des “ balises ” moléculaires 
(“ molecular beacons ”) (Tyagi et
Kramer, 1996 ; Tyagi et al., 1998) ce
qui permettrait de diminuer les pro-
blèmes de bruit de fond en rendant
l’hybridation plus spécifique.  Les
balises moléculaires sont des oligo-
nucléotides qui ont la forme d’une
épingle à cheveux  avec un fluoro-
phore masqué dont la fluorescence
est restaurée quand elle lie un ADN
cible.  Ces molécules sont particuliè-
rement utiles dans des situations où
on travaille en excès  de sonde.  Pour
la détection des SNPs, on pourrait

charger le microarray avec plusieurs
beacons marqués avec un fluorochro-
me différent ce qui permet de détecter
plusieurs SNPs à la fois.
Actuellement, environ 20 fluoro-
chromes différents peuvent être utili
sés (Eurogentec, Seraing, Belgique).
Mais leur multiplexation est encore
problématique.

b. La spectrométrie de masse.

En invoquant la présence d’un bruit
de fond important si on se contente
d’appliquer de l’ADN génomique et
la nécessité donc de passer par une
étape de purification avant l’analyse
en puce à ADN qui limite la capacité
de la méthode, Sauer et collabora-
teurs (2000) proposent une nouvelle
approche basé sur la spéctrométrie de
masse MALDI-TOF (Matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-
flight) (Karas et al., 1988) pour détec-
ter les SNPs.  La spectrométrie de
masse (MS) time-of-flight (TOF) est
simple, peu coûteuse, avec une gran-
de sensibilité et une gamme pratique-
ment illimitée de masse.  Cette tech-
nique révèle un intérêt tout particulier
pour l’analyse des macromolécules
biologiques comme les protéines, les
hydrates de carbone et les oligonu-
cléotides.  La spectrométrie de masse
TOF (TOFMS) n’est pas une tech-
nique nouvelle.  Cependant, un inté-
rêt nouveau dans cette technique a vu
le jour grâce à l’introduction de la 
“ matrix assisted laser desorption ”
(MALD) en 1988 par Karas et
Hillenkamp d’une part et Tanaka et
collaborateurs, d’autre part. En
TOFMS, les ions sont formés dans
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Tableau II : Méthodes d’analyse des SNPs
y

TTTTeeeecccchhhhnnnniiiiqqqquuuueeee    dddd''''aaaannnnaaaallllyyyysssseeee MMMMéééétttthhhhooooddddeeee    ddddeeee    bbbbaaaasssseeee RRRRééééfffféééérrrreeeennnncccceeeessss

Electrophorèse en gradient de gel dénaturant (DGGE) PCR/électrophorèse
Myres et al ., 1985
Sheffield et al. , 1989

Polymorphisme de conformation simple brin (SSCP) PCR/électrophorèse Hayashi et al. , 1991
Analyse des hétéroduplex PCR/électrophorèse Keen et al. , 1991
Electrophorèse en gradient de température (TGGE) PCR/électrophorèse Henco et al ., 1994
HPLC dénaturante PCR/HPLC Underhill et al ., 1997
Clivage chimique des mauvais appariements (CCM) PCR/clivage/électrophorèse Cotton et al ., 1988
Modification à la carbodiimide (CDI) PCR/modification chimique/électrophorèse Ganguly et Prockop, 1990
Clivage enzymatique des mauvais appariements (ECM) PCR/clivage/électrophorèse Youil et al. , 1995
Polymorphisme de fragments de clivage (CFLP) PCR/traitement/électrophorèse Brow et al. , 1996
UNG-mediated T Scan PCR/ traitement/électrophorèse Hawkins et Hoofman, 1997
Séquençage direct PCR/Séquençage/électrophorèse Kwok et al ., 1994
Puces à ADN PCR/hybridation/detection fluorescente Pease et al. , 1994

Extension d'amorce allèle-spécifique (GBA, TDI) PCR/séquençage/détection fluorescente
Nikiforov et al ., 1994
Chen et al. , 1997

Ligation d'oligonucléotides (OLA, DOL) PCR/ligation/détection fluorescente
Tobe et al ., 1996
Chen et al. , 1997

PCR temps réel PCR/hybridation/détection fluorescente Livak et al ., 1995

Polymorphisme de fragments de restriction (RFLP)
PCR/restriction/électrophorèse
restriction/électrophorèse/hybridation Botstein et al. , 1980



une courte région de résonance en
présence d’un champs électrique qui
accélère les ions dans une plus longue
région de dérive.  Idéalement, tous les
ions entrant dans la région de dérive
ont la même énergie cinétique et ils
ont une vélocité qui dépend de leur
masse.  Le temps nécessaire pour tra-
verser la région de dérive dépend
aussi de la masse de l’ion de sorte que
le spectre de temps peut être converti
en un spectre de masse.  Les ions sont
générés par des impulsions élec-
triques à intervalles réguliers qui
ouvrent ou ferment un faisceau d’ions
sur l’échantillon ou qui contrôlent un
laser pulsé (Cotter, 1992).  Cette tech-
nique a été apliquée pour la détection
des SNPs (Ross et al., 1997 ; Li et al.,
1999).  Sauer et collabarateurs (2000)
proposent une technique en un seul
tube complétement automatisée
(figure 2B).  En bref, (i) la région
contenant le SNP est amplifiée par

PCR, (ii) les nucléotides restant sont
inactivés par une phosphatase, (iii)
l’étape suivante est une expérience
d’extension d’amorce (primer exten-
sion) sur le produit de PCR.
L’amorce utilisée contient, près de
l’extrémité 3’, un nucléotide chargé.
Des didéoxynucléotides modifiés (a-
S-ddNTP) sont utilisés lors de cette
expérience.  Les produits d’extension
sont clivés par une endonucléase libé-
rant les trois derniers nucléotides.
Les bases sont alkylées et analysées
en spectrométrie de masse.  

c. La Ligation d’oligonucléotides. 

Les tests de ligation tirent  profit de la
capacité d’une ADN ligase à joindre
deux oligonucléotides adjacents
quand ils sont hybridés sur un ADN
cible (Landergren et al., 1988 ;
Nickerson et al., 1990).  La ligation
se déroule seulement quand les oligo-
nucléotides sont parfaitement com-

plémentaires de l’ADN cible.  Dans
le cas où on teste les deux allèles
associés avec une SNP biallèlique,
trois oligonucléotides sont utilisés :
deux oligonucléotides allèle-spéci-
fique et un oligonucléotide commun
(figure 2C).  La nature exacte des
modifications pour les trois oligonu-
cléotides dépend du mode de détec-
tion et du format de la réaction.  La
stratégie de base est de déterminer
quel oligonucléotide allèle-spécifique
se lie à l’oligonucléotide commun
afin de révéler l’allèle présent dans un
échantillon d’ADN  donné.  En choi-
sissant les amplimères de PCR et les
oligonucléotides de ligation qui s’hy-
brident à des températures diffé-
rentes, on peut combiner tous les
réactifs pour réaliser la PCR et la
ligation dans un seul tube (Eggerding,
1995).   De plus, les tests de ligation
peuvent être multiplexés (Grossman
et al., 1994 ; Samiotaki et al., 1994,
Iannone et al., 2000).

d. Autres méthodes

D’autres alternatives comme la PCR
en temps réel (Livak et al.., 1995)
sont aussi prometteuses.  La PCR en
temps réel  permet de quantifier
l’ADN cible mais aussi de détecter
des mutations ponctuelles.  Cette
technique permet de réaliser la PCR
et l’hybridation dans le même tube.
Cette technique (i) diminue les
risques de contamination (ii) ne
nécessite pas de manipulation post-
PCR (iii)  est une méthode rapide per-
mettant une discrimination facile.
L’analyse de deux allèles simultané-
ment est possible. Cependant, cette
technique est actuellement limitée par
la faible possibilité de multiplexation.
Quoique de constants progrès soient
effectués (Germer et al., 2000) et le 
“ pyrosequencing ”(Ronaghi et al.,
1996) s’avère également une tech-
nique de choix pour la détection des
SNPs (Nyren et al., 1997).  Elle est
basée sur un séquençage avec une
détection fluorescente des bases
incorporées.  Le pyrosequencing est
très intéressant pour évaluer la fré-
quence des allèles dans une popula-
tion (Kruglyak, 1999).  La détection
simultanée de plusieurs SNPs restent
problématique, même si la technique
peut être automatisée (figure 2D).

En résumé, les trois techniques d’ave-
nir pour la détection automatisée des
SNPs sont : les biopuces, la spectro-
métrie de masse et la OLA. En pra-
tique, la figure 3 résume une stratégie
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Figure 2. Méthode de détection des SNPs. A. Les biopuces.  La région contenant le SNP est amplifiée par PCR.
Le produit de PCR est marqué spécifiquement avec un fluorochrome différent selon la mutation.  Le fragment
marqué est hybridé sur un support sur lequel est fixé un oligonucléotide spécifique de l’allèle.  L’hybridation
est analysée par la présence ou l’absence de la fluorescence de la longueur d’onde correspondant aux fluoro-
chromes utilisés. B. La  spectrométrie de masse “ Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight
” ou MALDI-TOF.  La région contenant la mutation est amplifiée par PCR.  Sur le produit de PCR, une expé-
rience d’extension d’amorce est menée, en utilisant une amorce chargée et modifiée.  Après extension, la par-
tie modifiée résiste à la digestion par la phosphodiesterase et le produit est alkylé avant d’être analysé par
spectrométrie de masse.  Le spectre détermine la différence de masse en fonction de l’allèle présent chez l’in-
dividu 1 ou 2. C. Oligonucleotide Ligation Assay (OLA).  Les régions contenant la mutation sont amplifiées
par PCR.  On réalise une expérience de ligation à l’aide d’une ADN ligase et de trois oligonucléotides, l’un
commun pour les deux allèles et les deux autres spécifiques de chaque allèle et marqués par un fluorochrome
spécifique (fluo 1 ou fluo 2).  Si l’hybridation des oligonucléotides est parfaite, la ligation a lieu et un produit
de ligation est détecté.  Dans le cas contraire, la ligation n’a pas lieu et aucun produit de ligation n’est obser-
vé. D.  Le "pyrosequencing".  Une expérience d’extension d’amorce est réalisée sur le produit de PCR.  Si le
nucléotide ajouté est incorporé par l’ADN polymérase, les molécules de pyrophosphates (PPi) générées
réagissent en présence d’adénosine-5’-phosphosulfate (APS) pour générer de l’ATP en présence de sulfuryla-
se.  L’ATP réagit avec la luciférine pour générer de la lumière en présence de luciférase.  La quantité de lumiè-
re émise est directement proportionnelle à la quantité de nucléotide incorporé.  Les nuléotides non-incorporés
ainsi que l’ATP sont dégradés par l’apyrase.



possible pour la recherche et le déve-
loppement d’une plateforme de géno-
typage basée sur les SNPs.  Cette
approche est actuellement utilisée
dans le cadre d’une étude chez le
porc, mais pourra être étendue à
d’autres espèces en cas de succès.

Le polymorphisme de restriction

Un cas particulier de ce polymorphis-
me “ simple nucleotide ” apparaît
quant la mutation entraîne l’appari-
tion ou la disparition d’un site de res-
triction.  On appelle site de restric-
tion, une séquence de nucléotide
reconnue et clivée par une endonu-
cléase de restriction.  Il en résulte,
après restriction, des différences dans
la taille des fragments générés.  Ce
polymorphisme particulier est appelé
RFLP pour “ Restriction Lenght
Fragment Polymorphism ” (figure
1C).

Le polymorphisme aléatoire.
Un troisième type de polymorphisme
correspond à la détection dans le
génome de différences dont on ne
connaît ni l’emplacement, ni la
séquence.  Parmi ceux-ci, on trouve
principalement la  RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA)
et l’AFLP (Amplified fragment
lenght polymorphism).   Dans la
RAPD, un oligonucléotide de séquen-
ce aléatoire sert d’amorce pour la
PCR.  Il va s’acrocher sur le génome
à des endroits présentant une séquen-
ce complémentaire à la sienne.
L’amplification par PCR produit une
série de fragments de tailles diffé-
rentes (figure 1D).  Le patron obtenu
est caractéristique d’un individu.  Le
problème de la RAPD réside dans la
reproductibilité des résultats qui
varient en fonction des conditions de
PCR, de l’enzyme ou de l’appareil
utilisé (Meunier et Grimont, 1993),
mais aussi d’une fois à l’autre toute
chose étant égale (Perez et al., 1998).
De plus, les résultats observés et les
résultats théoriques déduits de la
séquence du phage lambda ne corres-
pondaient pas (Perez et al., 1998).
Par conséquent, la nature de la varia-
tion génétique mise en évidence par
la RAPD n’est pas claire.  Compte
tenu de ces considérations, la pruden-
ce devrait guider les conclusions
basées sur la seule RAPD.  L’AFLP
(Vos et al., 1995)  se déroule en trois
étapes.  L’ADN génomique est digéré
par deux enzymes et les fragments
générés sont ligaturés à des adapta-

teurs oligonucléotidiques.  La deuxiè-
me étpae est une étape de PCR en
deux phases : d’abord une amplifica-
tion non sélective de chaque fragment
de restriction en utilisant des primers
complémentaires aux adaptateurs et
ensuite une amplification  sélective
en utilisant des primers complémen-
taires des adaptateurs, du site de res-
triction et de un ou deux nucléotides
en avaldu site, afin de diminuer la
compléxité du patron obtenu.  La troi-
sième étape est une analyse électro-
phorétique des fragments générés
avec obtention d’un patron  spéci-
fique de l’ADN étudié. Cette tech-
nique a été utilisée avec succès dans
la charactérisation d’ADN porcins
notamment (Ovilo et al., 2000).

DISCUSSION

Puisque le patrimoine génétique
contenu dans chacune des cellules
des individus est identique et puisque
deux invidus présentent des varia-
tions dans leur séquence en ADN, un
individu peut être caractérise par la
séquence de son ADN.  Ainsi, l’utili-
sation des marqueurs génétiques per-
met de suivre, à la trace, l’individu ou
n’importe quelle cellule nuclée de
celui-ci.  C’est pourquoi cette
approche devrait permettre de suivre
un animal de rente de l’étable à la
table tout au long de la filière de

transformation.  Qu’elles sont les
qualités requises pour une plate-
forme de génotypage ?  Il faut que les
analyses soient rapides et peu coû-
teuses et que les marqueurs géné-
tiques choisis soient discriminants
(entre espèces, entre races et entre
individus). Les résultats doivent être
facilement interprétables et transfor-
mables en un génotype tenant en une
formulation simple éventuellement
ajoutable aux systèmes de traçabilités
administratives déjà existants.

Il résulte de cette première analyse
que les marqueurs génétiques les plus
efficaces semblent être les microsa-
tellites et les SNPs.  L’utilité des
SNPs en tant que marqueurs géné-
tiques reste un sujet de discussion.  Il
est important d’en apprécier les avan-
tages et d’en connaître les limites.
L’interêt des SNPs s’est focalisé sur
les technologies potentielles pour tes-
ter cette classe de marqueurs géné-
tiques qui engendrent des tests
simples du type oui/non pouvant être
réalisés en parallèle et automatisés.
Les SNPs sont généralement biallé-
liques, il y a deux allèles qu’un indi-
vidu peut avoir pour chaque mar-
queur.  Cela signifie que l’informa-
tion contenue par SNP est relative-
ment faible si on la compare à l’infor-
mation contenue dans les marqueurs
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Figure 3. Stratégie pour la mise au point d’une plate-forme de génotypage basée sur
les SNPs.  Un échantillonnage de la population est effectué. Ces échantillons sont
introduits dans une base de données.  L’ADN génomique de ces échantillons est
préparé en utilisant un robot d’extraction.  Pour la sélection des SNPs, on utilise
les séquences présentes dans les banques (Genbank, …).  Sur base de celles-ci, on
choisit des amplimères permettant l’amplification de fragments de 100 à 300 pb.
Les différents produits d’amplification issus d’individus différents sont analysés par
SSCP.  Si un polymorphisme est observé, le fragment d’amplification de chaque type
est séquencé afin d’identifier et de localiser la mutation ponctuelle.  La fréquence
de chaque allèle est étudiée sur l’ensemble des échantillons de la base de données
par OLA.  Les SNPs les plus intéressantes sont retenues.  L’étape suivante consiste
en une détection simultanée des SNPs sélectionnées soit par OLA, MALDI-TOF ou
Biopuces.  Les résultats obtenus pour un individu sont traduits en code binaire.  Ce
code sera l’empreinte génétique de l’individu.



de type microsatellites qui peuvent
avoir 10 allèles ou plus (selon le
nombre de fois que l’unité de base est
répétée).  On estime qu’il faut en
moyenne 5 marqueurs SNPs pour
égaler l’information contenue dans
un microsatellite (Chakraborty et al.,
1999).  Il faut donc un nombre suffi-
sant de marqueurs (au moins 20)
pour distinguer des individus.  Ceci
pose le problème de la multiplexation
de la PCR qui est souvent l’étape
limitante (Pastinen et al., 2000).  Les
SNPs ont tendance à être spécifiques
d’une population ; un marqueur qui
est polymorphe dans une population
peut ne pas l’être dans une autre.
Cela signifie que les marqueurs SNPs
devront être générés spécifiquement
pour la population étudiée.  En com-
paraison, les marqueurs microsatel-
lites sont polymorphes à travers
diverses populations ce qui signifie
qu’une fois générés, ils sont d’usage
universel.  Mais si on étudie une
population où les croisements
consanguins sont fréquents comme
c’est le cas des élevages porcins en
Belgique, les mêmes SNPs peuvent
être utilisés.  De plus, si on sélection-
ne un nombre suffisant de marqueurs
(40-50) le pouvoir discriminant en
sera augmenté.  De plus, les SNPs
sont fréquents ( tous les 1000 bases)
dans la plupart des génomes offrant le
potentiel pour générer des cartes
génétiques très denses qui peuvent
être très utiles pour le repérage de
gènes ou de régions d’intérêt.  De par
la nature des SNPs,  ils peuvent être

associés avec les phénotypes patholo-
giques étudiés.  Le taux de mutation
bas des SNPs en font également de
bons marqueurs pour étudier des
traits génétiques complexes.  Le défi
futur sera d’intégrer au mieux ces
deux types de marqueurs génétiques
(SNPs et microsatellites) pour déve-
lopper des outils de génotypages à la
fois puissants et flexibles.
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SUMMARY : 
Tracability in meat proces-
sing. The genetic markers.

In order to assure a tracability
along the meat transformation
chain, a powerful tracability sys-
tem is required.  The administra-
tive tracability shows limits that
the use of genetic markers could
overcome.  The individual geno-
me contains sequence diffe-
rences, basis of the genetic
polymorphism of which the
genetic markers are the wit-
nesses.  Among them, two
classes seem to dominate on
the tracability    field : the micro-
satellites and the single nucleoti-
de polymorphisms. 

Microsatellites are characterized
by a high level of polymorphism
with a lot of alleles for the same
locus.  Moreover, their detection
is directly possible by polymera-
se chain reaction.  Technically,
the problem  raised when simul-
taneous detection of several
microsatellites is achieved due
to the complexity of the obtained
pattern.  Single nucleotide poly-
morphisms are single nucleotide
mutations in the nucleotidic
sequence.  They are frequent,
stable, randomly scattered and
generally biallelic.  Their detec-
tion is performed  either by
hybridization on biochips or by
mass spectrometry or by other
easily automatable technics.
This automation is required to
test simultaneously a great num-
ber of polymorphisms in a large
number of samples allowing to
decrease the cost.  The major
advantage of single nucleotide
polymorphism is the binary
signal obtained and its major
drawback is its population speci-
fic character of this genetic 
marker type. 
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