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Glossaire 

 
 
 

 
Marqueur : Un marqueur moléculaire est une séquence permettant d’identifier une 
région d’un génome ou une espèce. 

 

“Variant Calling” : Détection automatisée des variants (SNVs, Indels de petite taille) à 
partir d’un fichier contenant des données de séquençage alignées (BAM) 

 
 

Polymorphisme : variabilité ́ présence de différents allèles à,un locus ; 
 

Régions flanquantes : Les séquences d’ADN qui s’étendent de part et d’autre d’un 
gène ou un locus spécifique. 

 

Amorce : Un petit fragment d’ADN ou d’ARN qui se lie sur un ADN simple-brin et auquel 
d’autres nucléotides peuvent être ajoutés par l’ADN polymérase 

 

Sonde : Un morceau d’acide nucléique de taille finie qui peut être utilisé pour identifier 
des segments d’ADN ou d’ARN qui portent sa séquence complémentaire. 
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INTRODUCTON 

 
1 Contexte 

1.1 Structure d’accueil 

Créée en 2008, HM.Clause est issue du regroupement de trois entreprises historiques de 

l’industrie semencière : la société française CLAUSE fondée en 1891, la société drômoise TEZIER 

née en 1785 et la société américaine HARRIS MORAN crée en 1984. HM. Clause, une business 

unit de Limagrain, est une entreprise internationale spécialisée dans la sélection, la production et 

la commercialisation de semences potagères. Cette entreprise regroupe 2,800 professionnels 

répartis dans une trentaine de pays sur chaque continent où les régions sont divisées en deux 

centres : EMEA & ASIE (Europe, Moyen-Orient, Afrique et Asie) et AMPA (Amériques et 

Pacifique). En partenariat avec les producteurs, l’entreprise vise à fournir des semences adaptées 

aux besoins de chaque région (https://hmclause.com/fr/amelioration- des-plantes/). Vingt-trois 

espèces sont sélectionnées, dont la tomate, le melon, le poivron, le fenouil, l'okra, la mâche, etc., 

dans plusieurs laboratoires situés dans différents pays. 

 
Le stage a été réalisé dans le centre de recherche de HM.Clause situé à la Bohalle au 

sein de l’équipe bioinformatique et en collaboration avec les plateformes génétique et génomique. 

Ce centre développe des espèces cultivées principalement dans les régions tempérées : chou- 

fleur, brocoli, fenouil, roquette, endive et mâche. L’autre centre de recherche de HM.Clause est 

situé à Saint-Rémy de Provence et Valence et développe des espèces méditerranéennes : 

courgette, melon, tomate, poivron, chicorée et laitue. 

 

1.2 Sélection assistée par marqueurs 

La méthode la plus ancienne de sélection des plantes est la sélection massale basée sur le 

phénotype. Elle consiste à sélectionner à chaque génération les graines des plantes qui 

possèdent le caractère d’intérêt pour les utiliser comme semences pour la culture suivante. Les 

méthodes de sélection des plantes ont été améliorées avec la découverte de la génétique à la fin 

du XIXe siècle, de la molécule d’ADN en 1953 et le développement des biotechnologies cellulaires 

et moléculaires végétales. Plusieurs méthodes d'amélioration génétique des plantes ont été 

développées comme l’utilisation de rétrocroisement (backcross), la sélection généalogique et la 

création de variétés hybrides pour accélérer la création variétale. 

L’objectif principal de la sélection végétale est l’adaptation de la génétique des variétés 

commerciales existantes afin d’améliorer leur qualité et leurs performances agronomiques pour 
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Figure 1:  Schéma d’un exemple du mécanisme d’introgression utilisé en MAS. 

 
L’introgression assistée par des marqueurs commence, en premier temps, avec un croisement entre une 
variété donneuse P1 qui possède un marqueur lié à la zone chromosomique impliquée pas exemple dans la 
résistance à une maladie et une variété 2 receveuse de bon rendement mais sensible à la même maladie. 
Après l’obtention de F1, les descendants qui possèdent le marqueur de la résistance à la maladie sont croisés 
avec le parent P2 (variété élite) et le reste des descendants sont éliminés. Cette opération est répétée à 
chaque génération pour obtenir, après un certain nombre de cycle, une variété qui combine la résistance à la 
maladie en question et avec le rendement souhaité.  



répondre à la demande nutritive mondiale. Selon les espèces, le développement et la mise sur le 

marché de variétés développées avec cette méthode peut durer entre 5 et 15 ans 

(https://www.gnis-pedagogie.org/sujet/selection-assistee-marqueurs/). 

Comme plusieurs générations sont nécessaires pour sélectionner et évaluer des génotypes utiles 

(He et al., 2014), des questions se posent sur la capacité de la sélection classique à assurer la 

sécurité alimentaire mondiale (Tester et Langridge, 2010). Le développement des marqueurs 

moléculaires a contribué à la création d’une nouvelle approche de sélection. Un marqueur 

moléculaire témoigne d’un polymorphisme existant dans une population et qui ségrége avec le 

caractère d’intérêt. Par conséquent, de tels marqueurs permettent de prédire un phénotype sans 

le mesurer directement, permettant d'accélérer la création de nouvelles variétés. L’utilisation de 

marqueurs moléculaires est stimulée en permanence par les progrès des techniques de 

séquençage de l’ADN. Ces marqueurs sont utilisés très fréquemment dans les schémas de 

sélection assistée par marqueurs. 

La MAS repose sur l’utilisation des marqueurs génétiques facilement identifiables et associés à 

une zone chromosomique spécifique. Cette région génomique, suivie par la MAS d’une 

génération à une autre, comprend des gènes associés à des caractères phénotypiques 

quantitatifs (QTL). Cette association est mesurée par le déséquilibre de liaison, qui témoigne d’un 

faible taux de recombinaison dans une région génomique donnée. Un marqueur moléculaire sera 

d’autant plus intéressant s’il est fortement lié au trait d’intérêt (c’est-à-dire qu’il ségrégera toujours 

avec, peu importe le fond génétique). 

Les programmes d’introgression permettent la modification ciblée d’un matériel génétique existant 

via l’introduction d’un court segment chromosomique portant un caractère d’intérêt (QTL) et 

provenant d’un autre matériel (lignée du compartiment sauvage par exemple). L’introgression 

assistée par marqueur permet d’accélérer ce processus en réduisant la durée des cycles 

d’introgressions (fig. 1). Cette méthode permet d’éviter la transmission de matériel génétique 

indésirable en réduisant la taille des fragments introgressés (sous réserve d’une bonne couverture 

en marqueur génétique). 

La sélection traditionnelle se fait en estimant la valeur génétique des individus selon 

l’observation de leur phénotype. L’arrivée de la sélection génomique permet au sélectionneur 

d’estimer la valeur génétique des individus candidats directement sur la graine (ou dès le 1er stade 

du développement de la plante, selon les espèces). Cette approche permet d’éviter l’évaluation 

agronomique en champs et l’influence des facteurs environnementaux afin de gagner en temps 

et en coût dans les programmes de sélection. Dans le cas de l’amélioration des résistances des 
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Figure 2: Différences d’effets des SNPs sur l’expression des gènes et la séquence des protéines selon leur localisation. 
 

Dans les régions intergéniques (hors possible transposons ou promoteur), il est généralement admis qu’un 
SNP n’a pas d’effet (en noir). Au niveau des sites de régulation (vert) y compris le promoteur (rouge), un SNP 
peut empêcher ou entrainer la fixation de facteur de transcription, modifiant l’expression du gène. Au niveau 
des CDS, un SNP peut avoir un effet (SNP non synonyme, SNP non-sens) ou non (SNP synonyme) sur l’acide 
aminé traduit. Si un SNP est situé dans un UTR (jaune), il peut avoir un impact sur la stabilité de l’ARNm en 
modifiant par exemple sa durée de vie. Enfin, un SNP au niveau d’un site d’épissage (bleu) peut créer ou 
supprimer les sites donneurs/accepteurs d’épissage et induire l’apparition de nouveaux isoformes de la 
protéine. 



plantes aux maladies et aux insectes, la MAS est particulièrement avantageuse (Langridge et al., 

2001) car elle ne nécessite ni la présence des pathogènes ni les tests d’inoculations et l’élevage 

des pucerons. 

En plus de la rapidité et la précision du diagnostic de la présence ou de l’absence des QTL 

d’intérêt, la MAS est non destructive car elle nécessite une très faible quantité de matériel végétal. 

Cela permet de continuer la sélection en utilisant directement la plante qui a été génotypée. 

Le bon fonctionnement de la MAS repose sur l’utilisation des marqueurs moléculaires facilement 

utilisables et informatifs. Chez les plantes d’une structure génétique complexe comme la pomme 

de terre qui est une plante tétraploïde hétérozygote, les études génétiques peuvent être 

complexes. Pour des caractères à déterminisme polygénique comme le temps de la floraison, le 

rendement, la résistance au mildiou ou la teneur en glycoalcaloïdes, l’utilisation de la MAS soulève 

de nombreux challenges (Kerlan et al., 2013). 

 

2 Les marqueurs moléculaires de type SNP 

2.1 Les SNPs, des mutations ponctuelles 

Un SNP (« single nucléotide polymorphisme ») est issu d’une mutation ponctuelle due à 

la substitution d’un nucléotide (A, T, C ou G) par un autre, ce qui entraîne l’apparition de variations 

entre les individus. Au fil de l’évolution, on peut donc observer différents allèles sur un même 

locus dans une population. 

Grace aux progrès des technologies de séquençage, les SNPs sont devenus les marqueurs 

génétiques les plus utilisés en raison de leur grande abondance, leur stabilité et de leur distribution 

uniforme dans le génome (Font I. Forcada et al., 2019). Ils sont impliqués dans de nombreuses 

applications dans la sélection végétale, telle que la construction de cartes génétiques, l'analyse 

de la diversité génétique, l'identification variétale, l'analyse phylogénétique etc.(Kumar et al., 

2012). 

Un SNP peut être situé dans une zone intergénique, un site de régulation de l’expression de gène, 

un CDS (« coding sequence »), un UTR (« untranslated region ») ou un site d’épissage (fig. 2). 

On dit d’un SNP qu’il est causal s’il est responsable du phénotype étudié, soit en impactant 

l’expression du gène (promoteur par exemple) soit en modifiant la structure de la protéine 

(changement du cadre de lecture, codon stop, etc.). 
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Figure 3: Schéma des étapes de séquençage NGS 



2.2 Différentes techniques de mise en évidence des SNPs 

2.2.1 Période pré-NGS 

Le développement des marqueurs moléculaires débute avec l’arrivée de la technique 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Botstein et al., 1980). Cette méthode repose 

sur la mise en évidence de la variabilité de la taille d’une multitude de fragments d’ADN issus 

d’une digestion par des enzymes de restriction. La détection du polymorphisme se fait en utilisant 

une sonde qui permet de repérer les fragments d’ADN qui lui sont homologues. Le polymorphisme 

détecté par le couple enzyme/sonde qui constitue le marqueur est dû à des mutations au niveau 

des sites de restriction de l’enzyme et/ou à des délétions/insertions d’un fragment d’ADN au 

voisinage de la zone génomique reconnue par la sonde. Après l’arrivée de la technique PCR, des 

nouvelles méthodes de génotypage sont apparues. Ces méthodes utilisent des amorces 

arbitraires pour générer des profils d’amplification. Parmi celles-ci, on retrouve l’AFLP (Amplified 

Fragment Length Polymorphism) qui est une méthode utilisée fréquemment chez de nombreuses 

espèces végétales (Vos et al., 1995). Enfin, l’arrivée des techniques de séquençage à haut débit 

a permis de développer de nouveaux types de marqueurs moléculaires tels que les marqueurs 

microsatellites et les marqueurs SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (Second, 1986). 

 

2.2.2 Arrivée des NGS 
 
 

2.2.2.1 Séquençage haut-débit  

Les techniques de séquençage de nouvelle génération (NGS) permettent la production de 

plusieurs centaines de millions à plusieurs centaines de milliards de bases d'ADN par passage (« 

run ») (Shendure et Ji, 2008). Il existe différents types de séquençeurs, tels que Roche 454 FLX 

Titanium (Thudi et al., 2012), Illumina MiSeq et HiSeq2500 (Bentley et al., 2008), Ion Torrent PGM 

(Rothberg et al., 2011) qui ont permis une évolution des études de la génomique et de la biologie 

moléculaire. 

Toutes ces technologies utilisent des approches similaires (Goodwin et al., 2016) (fig. 3) : 

 

• Préparation de banque avec une fragmentation aléatoire de l'ADN suivie de la liaison avec 

des séquences spécifiques (adaptateurs). 

• Amplification des banques avec des méthodes d'amplification clonale et de PCR. 

 

La différence réside généralement dans le séquençage de l'ADN dont la technique dépend de la 

technologie utilisée (fluorescence, etc.). 
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Figure 4: Schéma du processus de séquençage par la technique Illumina. 
 

En premier temps, les adaptateurs sont fixés aux extrémités des fragments des séquences. Ensuite, les fragments se lient 
aux amorces présentes dans les puits de la flowcell et les réactions de PCR en pont amplifient chaque fragment lié pour 
produire des groupes de fragments (clusters). Au cours de chaque cycle de séquençage, un nucléotide possédant un 
terminateur réversible et un fluorophore est ajouté aux brins en formation. Un laser excite les fluorophores de tous les 
fragments qui sont séquencés et un scanner optique recueille les signaux de chaque groupe de fragments. Ensuite, le 
terminateur de séquençage est retiré et le cycle de séquençage suivant commence (Lu et al., 2016). La répétition de ce 
processus permet la lecture de la séquence d’ADN. 

 
 
 

Figure 5: Joachim Wolff, Bérénice Batut, Helena Rasche, 2020 Mapping (Galaxy Training Materials). 
/training-material/topics/sequence-analysis/tutorials/mapping/tutorial.html Online; accessed Wed Jul 15 2020 



Récemment, des séquenceurs de troisième génération ou TGS (Third Generation 

Sequencing) qui ne nécessitent pas de phase d’amplification de l’ADN par PCR sont apparus. 

Ces technologies décryptent directement la molécule d’ADN (PacBio ou Oxford Nanopore 

Technologies)(Goodwin et al., 2016). 

Les nouvelles technologies NGS sont très utilisées pour le séquençage de novo du 

génome entier et pour des projets de reséquençage. Par conséquent, elle permet la découverte, 

la validation et l'évaluation des marqueurs génétiques dans les populations. Pour les SNPs, les 

NGS facilitent la découverte d’un grand nombre de variants qui sont très utiles pour étudier la 

diversité au sein des espèces, construire des cartes d'haplotypes et réaliser des études 

d'association à l'échelle du génome (Elshire et al., 2011). 

Chez HM.Clause, la technologie NGS utilisée est Illumina qui se base sur l’amplification 

clonale et le séquençage par synthèse (SBS). Cette technique permet l’identification des bases 

d’ADN dès leur incorporation dans la chaine d’acide nucléique. À chaque incorporation d'un 

nucléotide, un signal de fluorescence est détecté (fig. 4). 

 

2.2.3 Génotypage des SNPs avec GBS 

Basé sur l’utilisation des NGS, le Génotypage par séquençage (GBS, Elshire 2011) 

consiste à génotyper simultanément un grand nombre d’individus même avec peu ou pas 

d'informations génétiques disponibles. Cette technique, qui repose sur l’utilisation des enzymes 

de restriction ciblant des régions d’intérêt, est très utile dans le cadre de projets de sélection 

végétale (He et al., 2014). Cependant, le polymorphisme des sites de restriction peut entrainer le 

séquençage des fragments qui n’existent pas forcément chez tous les individus. Ceci peut générer 

des jeux de données avec une grande proportion de données manquantes (Fustier, 2016). 

2.2.4 Appel de variant 

Après l’étape de séquençage, les technologies NGS génèrent des fichiers FASTAQ pour 

chaque génome ou exome séquencé. Les lectures contenues dans ce fichier peuvent être alignés 

sur un génome de référence avec des logiciels d’alignement (fig. 5). L’identification des endroits 

où les lectures alignées diffèrent du génome de référence se fait avec des outils spécifiques 

d’appel des variants qui créent en résultat un fichier VCF (variant calling format) contenant les 

variants trouvés ainsi que leurs positions et des informations de qualité issues du séquençage 

(fig. 6). 
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Figure 6: Exemple d'un fichier VCF 
 

CHROM= Chromosome, POS = position du variant, ID = Identifiant, REF = Allèle de référence, ALT = l’allèle alternatif, QUAL = 
qualité, FILTER = filtre, INFO = information 

 
 
 
 

 
Tableau 1: Résumé des plateformes de génotypage des SNPs (Huang et al., 2015) 

 



3 Utilisation des marqueurs en sélection 

Les méthodes de génotypage basées sur l'utilisation des marqueurs moléculaires sont très 

utilisées dans de nombreuses stratégies d'amélioration des plantes. Un génotypage efficace des 

SNPs avec une haute précision est important pour le succès d'une sélection. Diverses techniques 

de génotypage des SNPs ont été développées pour améliorer la précision, le temps et le coût de 

leur détection (tab. 1). 

 
3.1 Génotypage avec la technique KASP 

 
Chez HM.Clause, les marqueurs sont détectés en utilisant la technique dite de « Kompetitive 

Allele Specific PCR (KASP) ». Dans cette technique, la réaction PCR se fait en utilisant une 

amorce spécifique de chaque allèle (FAM et VIC) et une amorce commune aux 2 allèles (COM). 

Chacune des deux amorces FAM et VIC possède un fluorophore permettant de différencier 

chaque version des deux allèles (fig. 7). Le génotypage se fait ensuite par lecture de la 

fluorescence sur un spectrophotomètre ou un appareil de PCR quantitative (fig. 8) (Semagn et 

al., 2014). 

 
3.2 Génotypage avec des puces de génotypage 

Une puce est un support solide plat divisée en plusieurs milliers ou millions de cellules. 

Des centaines de milliers de molécules d'un oligonucléotide donné peuvent être fixées sur chaque 

cellule. Pour les puces de génotypage, chaque oligonucléotide correspond à un locus ou à un 

allèle particulier d'un locus. Les sociétés américaines Affymetrix et Illumina sont parmi les 

principales entreprises qui commercialisent des puces de génotypage. Avec la technologie 

Affymetrix le génotypage est réalisé par hybridation allèle-spécifique d'oligonucléotide. Elle 

consiste à mettre sur chaque cellule de la puce un oligonucléotide correspondant à l'un des allèles 

de l'un des locus à étudier. Plusieurs millions de SNPs peuvent ainsi être étudiés simultanément, 

correspondant à au moins dix fois plus de cellules sur la puce, car chaque SNP doit avoir au 

moins une cellule pour chacun des deux allèles, et les SNPs sont généralement répliqués cinq 

fois sur la puce pour des raisons de contrôle qualité (Falque, 2011). 

 

3.3 Utilisation des marqueurs chez HM.Clause 

Les problématiques de recherche en sélection nécessitent de mettre en évidence rapidement le 

génotype de différents individus à des fin de recherche ou de sélection (introgression de traits, 

identifications de nouvelles régions d’intérêt agronomique, etc. Pour cela, les différentes 
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Figure 7: Schéma de l'hybridation des amorces FAM et VIC avec la séquence flanquante du SNP 

 
 

 

 
Figure 8: Profil de génotypage SNP par la méthode KASP. 

 

Chaque triangle correspond à un individu différent. Les triangles verts représentent les accessions portant l’allèle A 
(A/A), ceux en bleu les accessions portant l’allèle (B /B), ceux en rouge les individus hétérozygotes (A/B). 
(Semagn et al., 2014). 



techniques de génotypages (KASP ou par puces) sont utilisées en fonction des besoins de la 

recherche. 

Dans le cadre de ce stage, nous nous intéressons à la détection de nouveau variant (SNP) pour 

le suivi de régions spécifique (QTL) via la technologie KASP, qui permet une plus grande flexibilité 

dans la sélection des marqueurs. Contrairement au génotypage par puces, le KASP ne permet 

que le génotypage de peu de marqueurs (couts), ce qui requiert de faire une sélection fine des 

SNPs utilisés pour cette technologie. 

 
3.4 Sélection des marqueurs pour le KASP 

 

Selon Font I. Forcada et al., (2019), un marqueur idéal devrait être : 

Polymorphe : variable entre individus. 

Uniformément réparti : couvre tout le génome. 

Codominant : l’hétérozygote présente simultanément le génotype combiné des deux parents 

homozygotes. 

Précis : renseigne de manière spécifique sur le génotype de l'individu qui le porte. 

Reproductibles dans toute expérience. 

Rentable : peu coûteux pour sa détection sur un grand nombre d’individus. 
 
 

Pour les SNPs, le critère de qualité principal d’un bon marqueur est la forte probabilité que le SNP 

sélectionné puisse être génotypé par des méthodes classiques (Delord et al., 2018). 

A partir d’un grand nombre de SNPs générés par les nouvelles technologies de séquençage, les 

chercheurs peuvent développer des outils de sélection des variants in silico. Lepoittevin et al., 

(2015) ont constaté que le succès de génotypage des marqueurs est fortement lié aux critères de 

fiabilité des SNPs sélectionnés in silico. Ces critères concernent notamment la qualité des 

séquences flanquantes des SNPs qui peut avoir un effet sur le design des d'amorces. 

La sélection des marqueurs in silico se fait en deux parties. En premier temps, les marqueurs sont 

sélectionnés sur leurs caractéristiques génétiques : leur prédisposition à répondre à la question 

génétique posée, leur répartition uniforme dans la population étudiée, leur spécificité à un groupe 

ou un individu. 

3.4.1 Paramètres génétiques 

3.4.1.1 La MAF (Minor Allele Frequency)  

Dans une population, la fréquence allélique est la proportion d’un allèle par rapport aux 

autres allèles du même variant. Calculées à partir des fréquences génotypiques, la somme des 
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Figure 9: Distribution des valeurs de polymorphism information content (PIC) des SNPs de la puce de génotypage du ricin. 
 

La reproductibilité de l'ensemble des 4098 SNPs avec des répétitions techniques et biologiques était de 100 et 99,62 %. 
Ces variants sont classés en 8 catégories en fonction de PIC qui varie de 0 à 1. La somme des variants avec des PIC 
supérieurs à 0.03 représente environ 55% du nombre total de SNPs (Senthilvel et al., 2019). 

 
 
 
 
 

Figure 10: Distribution du taux d'appel des SNPs sur 314 lignées du ricin 
 

La reproductibilité de l'ensemble des 4098 SNPs avec des répétitions techniques et biologiques était de 100 et 
99,62 %, respectivement. Ces variants sont classés en fonction de leurs valeurs du call rate. Les SNPs avec des 
calls rate au-delà de 95 % représentent plus de 80% du nombre total de SNP (Senthilvel et al., 2019). 



fréquences alléliques d'un SNP est égale à 1. Selon la définition utilisée par la base dbSNP (ncbi), 

la MAF correspond à la fréquence du second allèle le plus fréquent (Muller et al., 2018). 

La MAF est un paramètre très pris en compte dans plusieurs travaux de sélection et 

d’établissement des cartes génétiques de multiples espèces. Certains travaux ont éliminé les 

SNPs avec des MAF très faibles. Par exemple, pour identifier les marqueurs associés aux 

différents traits agronomiques de pécher, les SNPs avec des MAFs inférieures à 0.05 sont 

éliminés (Font I. Forcada et al., 2019). 

En revanche, un SNP rare avec une MAF très faible pourrait être intéressant s’il y a une 

corrélation entre l’allèle mineur et le caractère recherché. C’est le cas, par exemple, de l’étude de 

recherche des SNPs associés au rendement du palmier en huile où les SNPs avec des MAFs 

dépassant 0.01 sont retenus (Teh et al., 2016). 

3.4.1.2 PIC value (Polymorphism Information Content)  

 
Le PIC est un paramètre d’évaluation de la variation allélique au sein d’une population. 

Cette valeur est proportionnelle à la diversité (polymorphisme) des individus et varie de 0 à 1. Le 

PIC est utilisé comme paramètre de filtre des variants de plusieurs études. Par exemple pour 

l’analyse phylogénétique de melon, les SNPs d'une valeur de PIC élevée, supérieure à 0,37, sont 

utilisés pour identifier les cultivars génétiquement proches (Kishor et al., 2020). De plus, la 

distribution du PIC des SNPs de la puce de génotypage du ricin (fig. 9) montre qu’il varie de 0,003 

à 0,375 dont la majorité des SNPs ont des PIC au-delà de 0,3 (Senthilvel et al., 2019). 

3.4.1.3 Call Rate  

Le taux d'appel d’un SNP est la proportion d'individus pour laquelle les informations d’un 

SNP en question ne sont pas manquantes. Par exemple, si un call rate d’un SNP est égale à 

95%, cela signifie que les génotypes de 5% des individus sont inconnus (Reed et al., 2015). Le 

call rate est un paramètre génétique très utilisés pour filtrer les SNPs. Par exemple, la valeur seuil 

de call rate utilisée pour filtrer les SNPs destinés au génotypage d'Eucalyptus est de 95 % 

(Grattapaglia et al., 2011). Une autre étude a montré que le call rate des SNPs de la puce de 

génotypage de ricin varie de 80 à 100 % avec une moyenne de 98 % (fig. 10) (Senthilvel et al., 

2019). 

3.4.1.4 Effets des SNPs   

Pour la MAS, un marqueur SNP ne devrait pas être forcément causal. Cependant, s’il est localisé 

dans une région codante, il ne va pas être perdu au cours de l’évolution et le marqueur restera 

efficace dans les prochains programmes de sélection. C’est le cas, par exemple, des SNPs qui 
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ont été sélectionnés pour leurs rôles fonctionnels comme la résistance aux maladies et le 

métabolisme de l’huile chez le ricin (Senthilvel et al., 2019). 

3.4.2 Paramètres génomiques 

3.4.2.1 Les propriétés de la séquence flanquante :    
 

 
3.4.2.1.1 Contenu en GC et la température de fusion (Tm) 

Pour les méthodes de détection des variants basées sur PCR, les amorces utilisées pour 

la recherche des SNPs ont une longueur bien déterminée (entre 17 et 25 pb). Elles sont obtenues 

par synthèse chimique selon la séquence flanquante du variant. La Tm des amorces qui est 

proportionnelle à leurs contenus et en GC et en AT est un paramètre très important qui influence 

l’hybridation des amorces avec les séquences correspondantes. La température d'hybridation des 

amorces avec la matrice est réglée en fonction des Tm des amorces. Puisque le design des 

amorces se fait selon environ les 25 nucléotides du part et d’autre du SNP, cette région devrait 

avoir un contenu en GC optimal pour un Tm qui favorise l’hybridation des amorces avec la 

séquence cible. Ces paramètres, le contenu en GC et les Tm, sont pris en compte par certaines 

plateformes de design des amorces comme Primer3 (You et al., 2008). 

 

3.4.2.1.2 Nombre de variants dans la séquence flanquante de SNP 

Pour les SNPs et selon le code IUPAC, une lettre désigne un type de substitution : 

R ➔ A/G ; Y ➔ C/T ; S ➔ G/C ; W ➔ A/T ; K ➔ G/T ; M ➔ A/C 

La séquence flanquante d’un SNP, peut contenir plusieurs variants. Par conséquent, en comptant 

les lettres R, Y, S, W, K et M, on détermine le nombre des SNPs de la séquence flanquante en 

question. Sachant que cette dernière est nécessaire pour le design des amorces, l’existence de 

nombreux SNPs surtout juste à côté le variants d’intérêt complique le design des amorces et 

l’efficacité du marqueur en pratique. Ce critère peut être utile pour sélectionner les SNPs à faible 

code IUPAC. C’est le cas de l’étude de Lange et al., (2020) qui ont classé les SNPs selon le 

nombre de variants génomiques dans la séquence flanquante pour le développement d’une puce 

de génotypage utilisée dans le programme de sélection du blé. Pour le cas de la technologie 

Illumina Infinium, au moins 50 bases en amont ou en aval du SNP en question devraient être 

dépourvues d'autres SNPs (Ganal et al., 2012). 
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3.4.2.1.3 Taille de la séquence flanquante 

Les bases de chaque côté d’un SNP constituent sa séquence flanquante. Plusieurs études ont 

utilisé la taille de la séquence flanquante comme un critère de sélection des SNPs. Par exemple, 

dans l’étude de You et al., (2012) sur les noyers, seuls les SNPs avec des séquences flanquantes 

d’au moins 60 paires de base de chaque côté ont été sélectionnés. Cette même taille est utilisée 

comme un critère de filtre pour identifier les variants associés au rendement en huile chez le 

palmier (Teh et al., 2016) et pour le génotypage d'Eucalyptus (Grattapaglia et al., 2011). 

 

3.4.2.2 Localisation des variants   
 
 

3.4.2.2.1 Dans les séquences homologues 

A partir d’un certain degré de similitude, deux séquences nucléotidiques peuvent être 

considérées comme des séquences homologues ayant une origine commune. Les séquences 

homologues peuvent être à l’origine d’un gène ancestral qui a subi une duplication (mutation de 

dédoublement d’une partie de l’ADN génomique) pour donner naissance à des copies. Ces 

derniers évoluent de façon indépendante et subissent des mutations différentes et peuvent aboutir 

à la création de paralogues. Par conséquent, les séquences homologues peuvent être trouvé au 

sein d’un même génome. Le génome du maïs, par exemple, contient des régions homologues 

situées dans le chromosome 5 et le chromosome 1 (Devos et al., 1994). La localisation des 

variants dans des séquences homologues a été utilisée comme un critère pour filtrer les variants 

et valider des marqueurs SNPs du génotypage de plusieurs espèces (Lepoittevin et al., 2015 ; 

Delord et al., 2018). 

 

3.4.2.2.2 Dans des régions répétées 

Le séquençage complet du génome de plus d'une dizaine d'organismes vivants a montré 

la présence de nombreuses régions qui sont répétées au sein d’un même génome(Giordani et 

al., 2014). Parmi ces séquences répétées, il y a les éléments transposables (comme les longues 

répétitions terminales LTR) qui ont la propriété de se déplacer d’un point à un autre du génome 

et les répétitions simples qui sont très présentes près des centromères et des télomères (Won et 

al., 2018). Les microsatellites (SSR) constituent une autre classe de répétitions, caractérisée par 

des répétitions en tandem de mono- à hexanucléotides. Grâce à leur polymorphisme qui est dû 

aux nombres de répétitions et à leur longueur, les SSR sont utilisés pour développer des 

marqueurs moléculaires (Vieira et al., 2016). 
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Pour qu’un marqueur soit stable, il vaut mieux ne pas être situé dans ces régions répétées. La 

localisation des variants dans ce type de séquence a été utilisée comme paramètre de filtre des 

variants dans plusieurs travaux. Parmi lesquels, l’étude de Senthilvel et al., (2019) qui ont éliminé 

les SNPs situés dans des régions répétées du génome du ricin. De plus, pour le développement 

d’une puce de sélection du pêcher, les SNPs localisés dans ces régions ont été également 

éliminés (Verde et al., 2012). 

 

4 Problématique et objectifs du projet 

 
Chez HM.Clause, la MAS est basée sur l’utilisation de marqueurs SNPs. Afin de suivre le plus 

finement possible les traits d’intérêt génétique (par exemple un QTL impliqué dans la résistance 

à une maladie), il est nécessaire en permanence d’identifier de nouveaux marqueurs associés. 

Les SNPs utilisés comme support pour le design des marqueurs KASP utilisés en routine sont 

découverts grâce aux nouvelles technologies NGS. La sélection manuelle des SNPs candidats 

dans ces données devient donc de plus en plus complexe et nécessite l’utilisation des algorithmes 

toujours plus poussés. De plus, tous les SNPs ne font pas des bons candidats pour le design de 

marqueurs utilisables en routine car le bon fonctionnement d’un marqueur KASP (qui est le type 

de marqueurs utilisé chez HM.Clause) est soumis à de nombreuses problématiques, allant de sa 

capacité d’hybridation avec le génome à sa spécificité à une région cible. 

L’objectif de ce stage est de résoudre ce problème de sélection de SNPs pour la création de 

marqueurs utilisables en routine par les équipes de recherche en fournissant un outil automatique 

d’assistance à la sélection de SNPs. 

Dans un premier temps, le stage va porter sur l’identification des critères de sélection des SNPs 

basés sur leurs capacités à répondre : 

• À la question biologique posée : c’est-à-dire leur capacité à discriminer des individus ou 

des populations pour un trait donné (par exemple résistant contre sensible) ou à refléter 

sans a priori de façon homogène la disparité de la population étudiée. 

• À la problématique de qualité de marqueur : afin de fonctionner de manière efficace, un 

marqueur KASP doit répondre à certains critères, comme par exemple une bonne capacité 

d’hybridation, représentée par la température de fusion de ses amorces. 

Ces différents critères seront implémentés dans un outil automatique d’assistance à la sélection 

de variants. 

Dans un second temps, nous proposons l’implémentation du calcul d’un score par SNP permettant 

d’identifier sa prédisposition à la production d’un marqueur efficace et fonctionnel. Ce score servira 
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Figure 11: Pipeline d'analyses des variants SNPs. 

Pour faire tourner le programme, un fichier vcf contenant des SNPs candidats avec un génome de référence sont nécessaires 
comme fichiers d’input. Ces fichiers permettent de calculer la fréquence de l’allèle mineur (MAF), le PIC value , le contenu en GC et 
le code IUPAC de la séquence flanquante, le nombre des séquences homologues, le call rate, etc. Après l’étape du calcul, les SNPs 
candidats peuvent être filtrés en fonction des valeurs de différents paramètres. Le pipeline contient aussi un système d’annotation 
qui permet d’attribuer une note à chaque SNPs en fonction des seuils des paramètres calculés. 



à fournir une liste des SNPs ayant les meilleures dispositions in silico à produire des marqueurs 

fonctionnels aptes à être utilisés en routine sur la plateforme de génotypage. 

Ces étapes seront validées par comparaison avec des données historiques déjà produites par les 

équipes de recherche chez HM.Clause. 

 

MATERIELS ET METHODES 

 
1 Pipeline d’analyse des variants 

1.1 Input du pipeline 

Le pipeline élaboré durant ce stage nécessite, en input, un fichier de format VCF contenant les 

variants, leurs positions chromosomiques, leurs séquences flanquantes, les allèles et les individus 

avec leurs génotypes et d’autres informations qui varient d’un fichier à un autre (fig. 11). Certains 

paramètres génétiques et génomiques sont calculés à partir de fichier vcf de l’input, d’autres 

nécessitent en plus le génome de référence en input. 

 

1.2 Calculs des paramètres 

1.2.1 Les paramètres génétiques : 

1.2.1.1 Minor Allele Frequency (MAF)   

Le programme élaboré permet de calculer les fréquences alléliques de tous les allèles de chaque 

SNP (allèle de référence et allèle(s) alternatif(s)) à partir des génotypes des individus afin de 

déterminer le taux de présence de chaque allèle dans la population. Le second allèle le plus 

fréquent est considéré comme l’allèle mineur et sa fréquence correspond à la MAF du SNP en 

question. 

Supposant qu’un SNP est biallélique où A est l’allèle de référence et B l’allèle alternatif : 

• AA : nombre des individus de génotype homozygote AA 

• BB : nombre des individus de génotype homozygote BB 

• AB : nombre des individus de génotype hétérozygote AB 

La fréquence allélique de l’allèle A, par exemple, est calculée selon la formule suivante : 
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Fréquence (A) = [(2 * AA) + AB] / [2 * (AA+AB+BB)] 



 
 

Figure 12: Exemple de fichier de sortie de repeatMasker. 



1.2.1.2 Call rate   

Le call rate a été calculé selon la formule suivante en prenant en compte le nombre des données 

manquantes : 

 

 
1.2.1.3 La valeur du PIC (Polymorphism Information Content)  

Ce paramètre a été calculé en utilisant la formule de (Botstein et al., 1980) : 
 
 

 
 

n = nombre d'allèles ; pi = fréquence du ième allèle ; pj = fréquence du jème allèle. 

 

1.2.1.4 Les effets des SNPs  

Les effets des variants ont été déterminés en utilisant un outil d'annotation des variants 

génomiques et de prédiction des effets fonctionnels appelé SnpEff (Cingolani et al., 2012). Cet 

outil nécessite le génome de référence en input. 

 

1.2.2 Les paramètres génomiques : 

En se basant sur la position d’un SNP en question et en utilisant le génome de référence, le 

logiciel RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org/) a été utilisé pour vérifier si le variant se 

trouve dans des régions répétées ou non. La sortie de ce logiciel est un tableau contenant les 

noms des SNPs trouvées dans des régions répétées avec le début et la fin de chacun sur le 

génome de référence (fig. 12). 

Pour vérifier si un SNP est situé dans des séquences homologues ou non, des blasts des 

séquences flanquantes de chaque variant ont été effectués sur le génome de référence. 

 A l’issu de l’étape du calcul, le programme aura, en output, un fichier de format csv contenant 

les SNPs avec les différents paramètres calculés. 
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Call rate = nombre des individus avec un génotype connus / nombre total des individus 

http://www.repeatmasker.org/)


 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Variation du score des SNPs en fonction de chaque paramètre de filtre des variants 



1.3 Le « scoring » 
 

1.3.1 Utilité du scoring 

Le calcul des différentes valeurs des paramètres génétiques et génomiques des SNPs du jeu de 

données bruts ne permet pas de faire facilement la discrimination entre les bons et les mauvais 

variants. 

Le but du scoring est d’ajouter un système de notation des SNPs en se basant sur l’information 

des différents paramètres. La sélection des variants en fonction de leurs scores permet d’éviter 

une sélection arbitraire et ainsi de donner la priorité aux SNPs de haute qualité pour la création 

de marqueurs moléculaires fonctionnels et fiables. 

 
 

1.3.2 La notation des marqueurs 
 
 

Après la détermination des valeurs seuils de chaque paramètre afin de les utiliser pour filtrer les 

variants, le comportement voulu du score de chaque paramètre a été déterminé avec la fonction 

qui permet de le représenter (fig. 13). Etant donné que les amorces KASP utilisées, qui font en 

moyenne une vingtaine de paires de bases, s’hybrident au niveau de la séquence adjacente du 

SNP en question, cette région doit respecter certains critères, comme avoir un nombre minimal 

de variant dans la population étudiée ou un contenu en GC optimal (entre 30 et 60 %). Par 

conséquent concernant le contenu en GC et le nombre d’IUPAC, les scores ont été attribués en 

tenant en compte à la fois de la séquence flanquante entière et de la région de 25 nucléotides de 

chaque côté du SNP. 

Les amorces KASP sont construites sur l’un ou l’autre des brins de l’ADN. Le choix est fait par le 

logiciel de design. Dans le cas des scores calculés sur la région proche (25pb autour du SNPs), 

comme on suppose que le logiciel de construction des amorces choisit le meilleur sens (forward 

ou reverse) sur le génome, on calcule le score pour les deux sens mais on ne sélectionne que le 

meilleur des deux scores. Cela concerne le calcul du score sur la présence de variant dans la 

zone proche (code IUPAC) ainsi que le calcul sur le contenu en GC. 
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Le calcul du score de la qualité de séquençage de chaque SNPs est calculé à partir de la 

fonction sigmoide suivante : 

1 
𝑦 = 10  

 

1 + exp((−0.2 ∗ x + 0.2 ∗ 23.06853)) 

 

 
Le calcul de l’impact du nombre de séquence homologues sur le score du SNP est calculé 

de la façon suivante : 

10 
𝑦 = 

x 

 

Le score du SNPs en function de son call rate est calculé avec la fonction (de forme 

exponentielle) : 

𝑦 = 1.05(𝑥−50) ∗ ( 
10 

) 
11.4674 

 

Le score du SNPs en fonction du contenu en GC dans la totalité de la séquence flanquante 

est calculé comme suit : 

𝑦 = 10𝑒−0.5∗((𝑥−45)/15)2 

 

 
Le calcul du score en fonction du nombre de code IUPAC dans la région proche du SNP 

(25bp) est calculé avec la fonction suivante : 

10 
𝑦 =  

 

5𝑥 + 1) 

 
 
 

Le calcul du score en fonction du nombre de code IUPAC dans la séquence flanquante 

totale (300pb) est calculé ainsi : 
10 

𝑦 =  
 

0.05𝑥 + 1) 

 

 
Le score final est égal à la moyenne de l’ensemble des scores de chacun des paramètres. 
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1.4 Description du jeu de donnée de test 

 
Afin de tester l’efficacité de filtre et du calcul du score, Un jeu de données de 2.535.390 SNPs 

détectés sur deux variétés commerciales (propres à HM.Clause) de l’espèce Phaseolus vulgaris 

(haricot commun) a été utilisé. 

 

 
RESULTATS 

 
1.1 Questions biologiques 

Avec l’identification des critères de sélection des SNPs, le programme est capable de répondre 

aux différentes questions posées. 

 

1.1.1 Identification des variants discriminants entre deux populations 

 
Afin d’identifier de façon précise la présence d’un trait d’intérêt (comme une résistance à une 

maladie par exemple) chez un individu, il est nécessaire pour les chercheurs en sélection 

génomique de disposer de marqueurs permettant facilement d’identifier le phénotype de ce trait 

selon le génotype de l’individu (exemple : résistant vs sensible). Pour cela, on cherche à identifier 

les SNPs qui permettent de différencier les individus entre eux. Par conséquent, les SNPs 

homozygotes, qui se démarqueront plus facilement via le marquage génétique ont été 

préférentiellement choisis. Ensuite, les SNPs homogènes à l’intérieur de chacune des 

populations, et différents entre les populations ont été identifié afin d’avoir un profil allélique 

spécifique pour chaque population (uniquement des SNPs A/A dans une population A et des 

SNPs C/C dans la population B par exemple). Cette approche est similaire à la méthode qui est 

utilisée dans les analyses de ségrégation par groupe (BSA : « bulk segregant analysis »). 

 

1.1.2 Sélection des variants dans des régions spécifiques ou dans le génome complet 

 
Pour les nouveaux génomes ne disposant pas de marqueurs déjà existant, ou pour les régions 

faiblement couvertes en marqueurs, il est nécessaire de sélectionner de nouveaux SNPs qui 

permettront de designer de nouveaux marqueurs. Ces derniers serviront à des analyses 

génétiques (par exemple l’approche GWAS : Genome-Wide Association Studies utilisée pour 

associer des variations génétiques spécifiques à des traits particuliers), pour localiser dans le 

génome des régions liées à de nouveaux traits d’intérêt. Ces marqueurs peuvent également 
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permettre de densifier des régions d’intérêts (QTL) pour affiner l’identification des gènes 

responsables du trait. Pour cela, les SNPs ayant des PIC values élevés, donc un haut 

polymorphisme du SNP, ont été sélectionnés pour permettre de facilité la discrimination entre les 

individus. La distance entre les SNPs est choisie en fonction du nombre de marqueurs demandé 

afin de recouvrir l’ensemble de génome ou de la région d’intérêt (répartition homogène). On a 

choisi aussi préférentiellement les SNPs ayant un haut call rate, celui-ci indiquant le nombre 

d’individu sur lequel une information de génotype a été observée. En effet, si pour un SNP donné 

on ne connait le génotype que d’un seul individu dans une population en comprenant 10, ce SNP 

n’aura pas d’importance car il ne permettra pas de discriminer les individus entre eux. 

 

1.2 Problématiques génomiques 

 
Une fois les marqueurs sont choisis pour répondre à la question biologique, il est nécessaire de 

les sélectionner sur leurs performances (supposées) dans les conditions expérimentales. 

 

1.2.1 Sélection sur la qualité intrinsèque des marqueurs. 

 
Comme détaillé en introduction, il existe plusieurs paramètres permettant d’estimer la qualité d’un 

marqueur en se basant sur sa séquences flanquantes, et sur sa position dans le génome. Les 

filtres ont été appliqués dans la région qui entoure le SNPs, notamment les 25 paires de base en 

amont et en aval qui sont les régions dans lesquelles sont construites les amorces KASP : le 

pourcentage de GC (optimal entre 30 et 60), et un faible taux de nucléotide dégénérés (indiqué 

par des codes IUPAC, et qui demande la production de plusieurs amorces différentes pour le 

même SNP) afin de s’assurer de la bonne capacité d’hybridation de l’amorce. 

 

1.2.2 Sélection sur le contexte du SNP 
 

Afin de s’assurer que le marqueur choisi sera spécifique de la région dans laquelle il a été identifié, 

nous avons regardé son nombre d’homologues, obtenus en « blastant » sa séquence flanquante 

contre le génome de référence de l’individu. Ce nombre doit être minimal afin de s’assurer de la 

spécificité du marqueur (idéalement, égal à 1). Dans le même but, il est aussi possible de faire 

une sélection sur la présence ou non du marqueur dans une région répétée (transposons, régions 

de faible complexité, etc.). Il est aussi possible de sélectionner sur l’effet prédit des SNPs, dans 

le cas où ils sont situés dans les régions codantes des gènes. 
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Tableau 2: Sélection des SNPs sur les différents filtres génomiques. 
Le jeu de données est découpé en trois parties : le jeu de données complet, (comportant environ 2.5 millions de SNPs), la liste des 
SNPs choisi manuellement pour construire des marqueurs (105), et la liste des marqueurs fonctionnel parmi les marqueurs choisi 
(72). Les critères surlignés en orange ont été considéré après comparaison avec le jeu de données de validation comme introduisant 
un bias dans l’analyse et ont été retirés du calcul final du score des SNPs. 

 

 
 Total du jeu de 

données (2.535.390 
SNPs) 

 

SNPs sélectionnés 
(105) 

Marqueurs 
fonctionnels 
(72) 

Nombres de variants situés dans des 
régions non répétées 

 
2.220.443 (88%) 

 
84 

 
58 

SNP unique (pas d’homologue de la 
séquence flanquante dans le génome) 

 
974.556 (38%) 

 
65 

 
49 

GC content entre 30% et 60% (séquence 
flanquante entière) 

 
1.668.550 (66%) 

 
63 

 
47 

GC content entre 30% et 60% (25 pb de 
chaque côté du SNP) 

 
1.899.759 (75%) 

 
73 

 
52 

SNP sans IUPAC code autour de la région 
(25bp) 

 
1.873.559 (74%) 

 
101 

 
70 

SNP avec moins de 10 IUPAC sur la 
séquence flanquante (~30bp entre chaque 
IUPAC) 

 
 

1.891.850 (75%) 

 
 

100 

 
 

68 

Application de l’ensemble des 6 filtres 257.033 (10%) 31 26 

Application des 5 filtres (sans le filtre sur le 
GC de la séquence flanquante globale) 

 
536.406 (21%) 

 
37 

 
31 



1.3 Détails des résultats de l’applications des filtres sur le jeu de données 

 
Les résultats (tab. 2) montrent que le critère de filtre basé sur la localisation des SNPs dans des 

régions répétées a éliminé environ 12% du nombre total de variants (2.535.390 SNPs). 38 % de 

SNPs n’ont pas passé le filtre basé sur le nombre d’homologues. Le contenu en GC de la 

séquence flanquante entière (30% et 60%) a éliminé 32 % de variants. La localisation des SNPs 

dans des régions répétées est alors le critère le moins discriminant par rapport au contenu en GC 

et au nombre des homologues. En appliquant les trois critères au même temps, on observe 

qu’environ ¼ des variants ont passé les seuils des différents filtres. 

Concernant les marqueurs testés et validés en pratique (fonctionnel) dans le jeu de données de 

validation : 

 

➔ 19% sont localisés dans des régions répétées 

➔ 31% ont un nombre de séquences homologues supérieure à 1 

➔ 35% ont un contenu en GC inférieur à 30% ou supérieur à 60% au niveau de la séquence 

flanquante entière 

 

La proportion de variants situés dans des régions répétées ne varient pas beaucoup en fonction 

du nombre de SNPs considérés (total, sélectionnés, fonctionnels). Ces résultats sont dus au fait 

que le génome utilisé comme base ne contient pas un nombre important de régions répétées ou 

que l’outil de détection n’as pas été configuré avec des paramètres assez stricts. 

Les SNPs non uniques (dont le nombre d’homologue dépasse 1), ne devraient pas être 

considérés comme fonctionnels parce que comme ils peuvent s’hybrider à plusieurs endroits dans 

le génome, ils peuvent ne pas être spécifiques d’une région d’intérêt. Nous allons donc les 

considérer comme des faux positifs. 

Certains SNPs qui ne passent pas le filtre du contenu en GC sur la totalité de la séquence 

flanquante sont quand même fonctionnels (25 marqueurs). Pour améliorer les résultats, le calcul 

du contenu en GC au niveau de 25 nucléotides autours du SNP (la zone d’hybridation des 

amorces) a été rajouté. 

La proportion des SNPs avec moins de 10 codes IUPAC sur la totalité de la séquence flanquante 

est très grande (75% pour la totalité des SNP, 95% pour les marqueurs sélectionnés et 97 % des 

marqueurs fonctionnels) (tab. 2). 
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Tableau 3: Résultats de filtre des marqueurs SNP fonctionnels avec les 5 paramètres. 
Les paramètres utilisés pour le filtre sont : la localisation dans des régions non répétées, nombre de séquences homologues = 1, 
25pb du chaque côté du SNP avec un contenu en GC entre 30% et 60% et dépourvu d’autre variants, moins de 10 variant dans la 
séquence flanquante entière. 
VP : vrais positifs ; VN : vrais négatifs ; FP : faux positifs, FN : faux négatifs 

 
 Marqueurs 

selectionnés par 
le programme 
dans le jeu de 

validation (105 
SNPs) 

Marqueurs 
fonctionnels (72) 

Marqueurs non 
fonctionnels (33) 

Marqueurs retenus 
après application des 
filtres 

44 36 (VP) 8 (FP) 

Marqueurs éliminés 
après applications des 
filtres 

61 36 (FN) 25 (VN) 

 
 

 
Tableau 4: Résultats de la notation des marqueurs SNP fonctionnels avec les 5 paramètres. 

Les scores ont été attribués à chaque SNPs selon les seuils des paramètres utilisés pour le filtre. Les filtres sont : la localisation dans 
des régions non répétées, le nombre de séquences homologues = 1, 25 pb du chaque côté du SNP avec un contenu en GC entre 
30% et 60% et dépourvu d’autre variants, moins de 10 variants dans la séquence flanquante entière. 

 
 
 

  

Marqueurs sélectionnés par le 
programme dans le jeu de 

validation (105 SNPs) 

 
Marqueurs 

fonctionnels (72) 

 
Marqueurs non 

fonctionnels (33) 

 

Score moyen 
 

8.58 
 

8.77 
 

8.17 

Marqueurs retenus 
après application des 

filtres 

 
9.69 (44 SNPs) 

 
9.71 (36 SNPs) 

 
9.57 (8 SNPs) 

Marqueurs éliminés 
après applications des 

filtres 

 
7.20 (66 SNPs) 

 
7.83 (36 SNPs) 

 
7.72 (25 SNPs) 



1.4 Comparaison des résultats du pipeline avec le jeu de données test 

 
1.4.1 Evaluation de l’efficacité des filtres 

 
Parmi les 72 marqueurs choisis manuellement et validés comme fonctionnels, 36 ont été retenus 

par le filtre, ils sont alors les vrais positifs. En revanche, il y a 36 marqueurs qui sont fonctionnels 

mais qui ne sont pas retenus, ils sont donc des faux négatifs (tab. 3). 

Pour les marqueurs non fonctionnels, 8 marqueurs ont passé le filtre (faux positifs) et 25 ont été 

éliminés (vrais négatifs). La précision du programme, soit sa capacité à détecter les bons 

marqueurs parmi l’ensemble des marqueurs testés, est de 82 % (36/44). Le rappel (la proportion 

des marqueurs pertinents retenus parmi l'ensemble des marqueurs pertinents testés) est égal à 

50 % (36/72) (tab. 3). 

En enlevant le filtre sur le pourcentage de GC de la séquence flanquante globale, la précision de 

l’outil a été amélioré de 3% (de 79 à 82%) et le rappel de 4% (46 à 50%). Ces résultats confirment 

alors l’idée que ce calcul n’est pas pertinent pour déterminer si un SNP va fonctionner en se 

basant sur sa séquence. 

 

 
1.4.2 La notation des variants : « Scoring » 

 

On constate, comme attendu, que les scores sont corrélés aux résultats de filtres. Les marqueurs 

sélectionnés par le programme (qui passent les filtres choisis) ont un score plus élevé (9.69 en 

moyenne) que les SNPs qui ne sont pas sélectionnés (7.20 en moyenne). Les faux négatifs 

présentent un score faible, il est probablement possible d’affiner le calcul de celui-ci pour détecter 

ces SNPs et les traiter comme des SNPs fonctionnels. De même, en étudiant le calcul des scores 

des SNPs faux positifs, nous pourrions améliorer celui-ci afin de les éliminer des résultats. Un 

détail des scores individuels de chaque critère est présenté dans le tableau 4. 
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Tableau 5: Détails du score d’une partie des SNPs fonctionnels mais éliminés par le filtre. 
 

Le « close GC left score » correspond au score du SNP selon le contenu en GC de 25 nucléotides du coté 5’, le « close GC 
right score » correspond au score du SNP selon le contenu en GC de 25 nucléotides du coté 3’. Le « close GC best score » 
au meilleur des deux scores précédents, le « close IUPAC best score » au meilleur score du SNP selon le nombre de code 
IUPAC présent en 3’ ou 5’ autour (25 nucléotides) du SNP. Le « total IUPAC score » correspond au score du SNP selon le 
nombre de code IUPAC retrouvé dans les 300 nucléotides dans la séquence flanquante du SNP alors que le « mean score » 
correspond à la moyenne de l’ensemble des autres scores, et indique donc le score général du SNP. 

 
 
 

 
homologous 

count 

SNP in 
repeat 

region or 
not 

 
GC 

content 

 
quality 
score 

 

nb 
homologous 

score 

 
close GC 
left score 

 

close GC 
right 
score 

 

close GC 
best 
score 

 

close 
IUPAC 
score 

 

total 
IUPAC 
score 

 
mean 
score 

 

 
1 no 31.89 10 10 9.46 2.49 9.46 10 9.52 9.80 

1 no 31.56 10 10 9.98 0.48 9.98 10 9.52 9.90 

1 no 45.85 10 10 9.80 7.64 9.80 10 10.00 9.96 

1 no 18.94 10 10 8.35 6.87 8.35 10 9.52 9.58 

1 no 42.19 10 10 9.46 9.46 9.46 10 10.00 9.89 

1 no 35.88 10 10 9.46 9.98 9.98 10 7.69 9.53 

1 no 37.87 10 10 1.54 6.87 6.87 10 6.90 8.75 

1 no 
   

2.49 8.35 8.35 10 7.41 9.15 



DISCUSSION 

1 Critique du jeu de données 
 

Les 105 marqueurs testés en pratique ont été choisis manuellement avant le projet. Ce nombre 

est faible par rapport au nombre total des variants et il est donc non représentatif du jeu de 

données brut. Il aurait été mieux de choisir des SNPs avec des valeurs extrêmes en contenu en 

GC et en nombre de variant dans les séquences flanquantes pour mieux visualiser l’impact de 

ces deux paramètres sur le fonctionnement du marqueur en pratique. 

 

 

2 Le filtrage 

 
Concernant le nombre d’IUPAC déterminé au niveau des 25 nucléotides de deux côtés du SNP 

en question, ce filtre ne permet pas de discriminer les SNPs entre eux, parce qu’à la base dans 

ce jeu de données, les SNPs sont suffisamment éloignés les uns des autres. Etant donné que ce 

n’est pas toujours le cas et que les variants peuvent êtres très proches, ce filtre peut être 

important. L’influence de ce filtre dépend donc du jeu de données. 

Certains marqueurs choisis manuellement et considérés comme fonctionnels mais qui ne 

marchent pas en pratique (des faux positifs) ont été reconstruits manuellement par les techniciens 

du laboratoire pour essayer de les faire fonctionner. Cela explique pourquoi certains marqueurs 

fonctionnent alors qu’ils ne passent pas les filtres. 

 

 

3 Les scores 

 
La moyenne des scores des SNPs non fonctionnels est de 8.17, alors que la moyenne des scores 

des SNPs validés fonctionnels est de 8.77 (sur 10). La différence est moins marquée qu’attendue. 

Plusieurs raisons peuvent expliquer ce phénomène. Certains scores comme celui de qualité sont 

toujours maximales, ce qui fait remonter le score général (tab. 5). Cela devrait être probablement 

en compte dans le calcul de la moyenne des scores, par exemple en faisant une pondération sur 

les scores les plus importants. Un des problèmes possibles est lié au calcul du score du « close 

GC ». Le score choisi est le meilleur entre le score 5’ et le score 3’ car nous avons supposé que 

l’outil de design des marqueurs choisît naturellement le même côté que notre programme. Nous 

n’avons pas pu vérifier ce point et il est possible que notre supposition soit fausse. Dans ce cas, 

certains SNPs sélectionnés mais non fonctionnels n’auraient pas été sélectionnés si 
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le moins bon score (ou une moyenne des deux) avait été pris en compte. Le « close GC best 

score » ainsi que le « close IUPAC best score » peuvent donc être tous les deux améliorés. 

Dans le cas inverse, avec les marqueurs fonctionnels non pris en compte (AnnexeI), certains 

marqueurs ont un score très faible qui est dû au filtre sur les codes IUPAC sur l’ensemble de la 

séquence flanquante. Le filtre est à 10 variants (code IUPAC) maximum dans la séquence, ce qui 

correspond à en moyenne 1 variant toutes les 30 paires de bases, ce qui est en fait probablement 

suffisant pour construire des amorces (dont la taille ne dépasse généralement pas 20pb) sans 

inclure de bases dégénérées. 

 

Les résultats de la notation montrent que certains marqueurs ont un score bas mais sont 

fonctionnels. Ces résultats peuvent être dû aux faits que le score final a été déterminé en calculant 

la moyenne des scores des différents paramètres. Cette façon de calculer considère que les 

critères de filtre ont la même « intensité » d’impact sur la qualité des marqueurs, ce qui n’est pas 

forcément le cas en pratique. 

 

 

4 Proposition d’amélioration du programme 

 
Les résultats montrent que la localisation des variants dans des régions répétées n'implique pas 

qu’ils ne peuvent pas être utilisés pour designer des marqueurs fonctionnels en pratique. En 

observant la répartition du nombre des séquences homologues par SNPs, on constate qu’il ne 

varie pas entre les données des marqueurs fonctionnels et non fonctionnels. On peut en déduire 

qu’il n’a à priori pas d’impact sur l’efficacité du marqueur en pratique. La raison de l’absence de 

variation du nombre d’homologue des SNPs entre les jeux de données doit provenir de l’absence 

de corrélation de ce paramètre avec l’efficacité du marqueur. Il est probable que le marqueur se 

lie dans une des zones détectées homologues et soit considéré comme fonctionnel sans qu’il soit 

possible de prouver s’il se lie à la zone d’intérêt d’où il est construit. On l’observe fonctionnel mais 

sans valider sa spécificité d’une région d’intérêt, il ne devrait donc à priori pas être considéré 

comme vraiment fonctionnel sans vérification de la zone du génome où il se lie. Il serait donc 

logique de le retirer du jeu de données comme cela est prévu par les filtres proposés pour cet 

outil. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 
A ce jour, le séquençage à haut débit est parmi les techniques qui permettent de mettre en 

évidence un très grand nombre de marqueurs de types SNPs repartis sur la totalité du génome. 

Chez HM.Clause, la sélection des variants afin de créer des marqueurs moléculaires qui vont 

servir pour le génotypage d’autres individus de fait manuellement et d’une façon arbitraire. L’outil 

développé permet d’automatiser la sélection, parmi des SNPs candidats, des variants de haute 

qualité en se basant sur des critères génétiques et génomiques. Cependant, il existe des 

marqueurs qui sont éliminés par le filtre alors qu’ils sont fonctionnels et d’autres qui ont été retenus 

alors qu’ils ne sont pas fonctionnels en pratique. Pour améliorer la précision de l’outil, les calculs 

du pourcentage en GC et du code IUPAC ont été effectués sur les 25 nucléotides de chaque côté 

du SNP plutôt que sur la totalité de la séquence flanquante. La fiabilité et la précision du l’outil 

développé nécessitent d’être encore améliorées. Pour cela, le programme être testé avec d’autres 

jeux de données pour valider ou ajuster les seuils des paramètres et du système de la notation 

des SNPs. Il existe d’autres critères qui peuvent être intégrés dans le programme comme par 

exemple la structure secondaire des amorces construites à partir des séquences flanquantes. 
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ANNEXES 



Annexe I: Détails du score de 105 SNPs sélectionnés manuellement pour la création de marqueurs 
 

homologous_ SNP_in_repe GC_content quality_score nb_homologous_s close_GC_left_score close_GC_right_score close_GC_best_score close_IUPAC_score total_IUPAC_score mean_score 

4 no 46.8438538 10 2.5 9.98 8.97 9.98 10.00 10.00 8.50 

46 no 36.8770764 10 0.217391304 9.46 9.98 9.98 10.00 8.33 7.71 

4 no 22.923588 10 2.5 2.49 0.89 2.49 10.00 10.00 7.00 

1 no 23.255814 10 10 6.87 1.54 6.87 10.00 10.00 9.37 

21 no 12.9568106 10 0.476190476 0.24 9.46 9.46 10.00 10.00 7.99 

20 no 38.2059801 10 0.5 6.87 6.87 6.87 10.00 10.00 7.47 

387 no 14.9501661 10 0.025839793 0.89 0.89 0.89 10.00 10.00 6.18 

13 no 24.5847176 10 0.769230769 3.75 9.98 9.98 10.00 10.00 8.15 

7 no 24.5847176 10 1.428571429 1.54 3.75 3.75 10.00 10.00 7.04 

171 no 32.8903654 10 0.058479532 8.35 1.54 8.35 10.00 10.00 7.68 

1 no 21.5946844 10 10 0.89 0.48 0.89 10.00 10.00 8.18 

216 no 37.2093023 10 0.046296296 7.64 3.75 7.64 10.00 10.00 7.54 

3 no 39.5348837 10 3.333333333 5.26 8.97 8.97 10.00 9.52 8.37 

3 no 44.1860465 10 3.333333333 5.26 8.97 8.97 10.00 10.00 8.46 

9 no 34.8837209 10 1.111111111 1.54 9.80 9.80 10.00 10.00 8.18 

434 no 34.2192691 10 0.023041475 8.35 6.07 8.35 10.00 10.00 7.68 

1 no 18.2724252 10 10 2.49 2.49 2.49 10.00 9.52 8.40 

27 no 33.2225914 10 0.37037037 6.87 0.89 6.87 10.00 9.09 7.27 

2 no 14.2857143 10 5 0.24 0.11 0.24 10.00 10.00 7.05 

15 no 40.8637874 10 0.666666667 2.49 0.89 2.49 10.00 9.52 6.54 

17 no 36.8770764 10 0.588235294 9.46 9.46 9.46 10.00 9.09 7.83 

20 no 37.8737542 10 0.5 9.46 6.87 9.46 10.00 9.52 7.90 

1 no 37.5415282 10 10 3.75 9.80 9.80 10.00 9.52 9.87 

1 no 30.5647841 10 10 6.87 6.87 6.87 10.00 10.00 9.37 

1 no 31.8936877 10 10 9.46 2.49 9.46 10.00 9.52 9.80 

1 no 31.5614618 10 10 9.98 0.48 9.98 10.00 9.52 9.90 

1 no 18.9368771 10 10 0.24 2.49 2.49 10.00 10.00 8.50 

24 no 29.2358804 10 0.416666667 9.98 1.54 9.98 10.00 10.00 8.08 

598 no 14.9501661 10 0.016722408 2.49 0.24 2.49 10.00 10.00 6.50 

1 no 45.8471761 10 10 9.80 7.64 9.80 10.00 10.00 9.96 

1 no 17.9401993 10 10 0.24 0.24 0.24 10.00 10.00 8.05 

1 no 21.5946844 10 10 2.49 0.89 2.49 10.00 9.52 8.40 

1 no 18.2724252 10 10 2.49 0.48 2.49 10.00 10.00 8.50 

1 no 24.2524917 10 10 0.89 1.54 1.54 10.00 10.00 8.31 

1 no 18.9368771 10 10 8.35 6.87 8.35 10.00 9.52 9.58 

1 no 18.9368771 10 10 1.54 5.26 5.26 10.00 9.52 8.96 

1 no 32.2259136 10 10 5.26 0.89 5.26 10.00 10.00 9.05 

4 no 41.8604651 10 2.5 9.46 9.80 9.80 10.00 10.00 8.46 

1 no 21.5946844 10 10 6.87 3.75 6.87 10.00 10.00 9.37 

1 no 42.192691 10 10 9.46 9.46 9.46 10.00 10.00 9.89 

1 no 37.2093023 10 10 9.98 9.46 9.98 10.00 10.00 10.00 

1 no 31.5614618 10 10 8.35 9.46 9.46 1.67 5.26 7.28 

1 no 38.538206 10 10 9.80 9.98 9.98 10.00 10.00 10.00 

2 no 34.8837209 10 5 5.26 8.35 8.35 10.00 6.45 7.96 

1 no 21.9269103 10 10 8.35 5.26 8.35 10.00 9.52 9.58 

98 no 27.9069767 10 0.102040816 8.35 6.87 8.35 10.00 9.52 7.60 

1 no 31.8936877 10 10 9.46 3.75 9.46 10.00 10.00 9.89 

1 no 24.5847176 10 10 3.75 8.35 8.35 10.00 10.00 9.67 

89 no 24.5847176 10 0.112359551 9.46 6.87 9.46 10.00 10.00 7.91 

5 no 16.2790698 10 2 1.54 0.48 1.54 10.00 10.00 6.71 

123 no 28.5714286 10 0.081300813 5.26 5.26 5.26 10.00 10.00 7.07 

1 no 36.5448505 10 10 9.98 9.46 9.98 10.00 7.41 9.48 

1 no 40.8637874 10 10 9.98 9.80 9.98 10.00 8.00 9.60 

1 no 31.8936877 10 10 9.80 5.26 9.80 10.00 8.70 9.70 

2 no 34.551495 10 5 9.80 5.26 9.80 10.00 8.70 8.70 

1 no 25.2491694 10 10 6.87 0.89 6.87 10.00 7.41 8.86 

1 no 35.8803987 10 10 9.46 9.98 9.98 10.00 7.69 9.53 

1 no 34.551495 10 10 5.26 5.26 5.26 10.00 9.09 8.87 

1 no 51.8272425 10 10 9.80 9.46 9.80 10.00 7.41 9.44 

1 no 34.8837209 10 10 9.80 9.80 9.80 10.00 10.00 9.96 

1 no 48.5049834 10 10 8.97 9.46 9.46 10.00 8.70 9.63 

1 no 45.5149502 10 10 8.97 8.97 8.97 10.00 10.00 9.79 

1 no 38.8704319 10 10 8.97 9.98 9.98 10.00 9.52 9.90 

1 no 37.8737542 10 10 1.54 6.87 6.87 10.00 6.90 8.75 

1 no 47.5083056 10 10 6.87 9.80 9.80 10.00 9.09 9.78 

1 no 36.8770764 10 10 5.26 7.64 7.64 10.00 9.52 9.43 

1 no 41.1960133 10 10 6.87 9.46 9.46 10.00 9.09 9.71 

1 no 18.2724252 10 10 3.75 2.49 3.75 1.67 5.71 6.23 

1 no 57.4750831 10 10 7.64 9.98 9.98 10.00 9.09 9.81 

1 no 21.5946844 10 10 2.49 8.35 8.35 10.00 7.41 9.15 

1 no 34.2192691 10 10 9.98 9.46 9.98 10.00 9.52 9.90 

1 no 39.2026578 10 10 6.87 9.98 9.98 10.00 9.09 9.81 

1 no 29.9003322 10 10 1.54 2.49 2.49 10.00 9.09 8.32 

2 no 25.2491694 10 5 0.89 1.54 1.54 10.00 10.00 7.31 

1 no 31.5614618 10 10 2.49 9.46 9.46 10.00 10.00 9.89 

602 no 15.282392 10 0.016611296 0.48 6.87 6.87 10.00 10.00 7.38 

1 no 23.5880399 10 10 2.49 1.54 2.49 10.00 10.00 8.50 

1 no 24.5847176 10 10 2.49 9.98 9.98 10.00 10.00 10.00 

1 no 24.9169435 10 10 1.54 5.26 5.26 10.00 10.00 9.05 

1 no 35.2159468 10 10 8.35 9.46 9.46 10.00 10.00 9.89 

1 no 25.9136213 10 10 2.49 1.54 2.49 10.00 10.00 8.50 

4 no 12.9568106 10 2.5 0.24 0.48 0.48 10.00 10.00 6.60 

2 no 32.2259136 10 5 1.54 6.87 6.87 10.00 10.00 8.37 

1 no 41.1960133 10 10 9.80 3.75 9.80 10.00 8.00 9.56 

1 no 39.5348837 10 10 9.98 8.35 9.98 10.00 9.52 9.90 

1 no 36.5448505 10 10 5.26 5.26 5.26 10.00 9.52 8.96 

1 no 57.1428571 10 10 9.98 9.98 9.98 10.00 9.52 9.90 

58 no 37.2093023 10 0.172413793 9.46 9.98 9.98 1.67 6.90 5.74 

6 no 31.8936877 10 1.666666667 9.46 9.80 9.80 10.00 9.09 8.11 

1 no 37.2093023 10 10 6.87 9.46 9.46 10.00 8.00 9.49 

1 no 17.2757475 10 10 3.75 0.24 3.75 10.00 9.09 8.57 

1 no 16.6112957 10 10 0.24 0.89 0.89 10.00 10.00 8.18 

1 no 30.89701 10 10 8.35 6.87 8.35 10.00 7.69 9.21 

1 no 20.2657807 10 10 3.75 3.75 3.75 10.00 10.00 8.75 

1 no 13.2890365 10 10 0.24 0.11 0.24 10.00 10.00 8.05 

1 no 45.5149502 10 10 9.80 9.98 9.98 10.00 9.52 9.90 

1 no 44.1860465 10 10 9.98 9.98 9.98 10.00 9.52 9.90 

1 no 30.2325581 10 10 8.35 9.98 9.98 10.00 10.00 10.00 

24 no 27.2425249 10 0.416666667 3.75 0.89 3.75 10.00 9.09 6.65 

1 no 48.1727575 10 10 7.64 9.80 9.80 10.00 10.00 9.96 

34 no 31.8936877 10 0.294117647 8.35 5.26 8.35 10.00 10.00 7.73 

3 no 33.8870432 10 3.333333333 8.97 9.46 9.46 1.67 5.13 5.92 

2 no 40.5315615 10 5 7.64 5.26 7.64 10.00 7.69 8.07 

9 no 37.5415282 10 1.111111111 6.87 9.46 9.46 10.00 9.52 8.02 

20 no 29.2358804 10 0.5 0.89 2.49 2.49 10.00 5.56 5.71 
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Résumé: La technologie NGS permet de révolutionner le génotypage et la sélection des plantes. 
En outre, les marqueurs moléculaires jouent un rôle important dans la génomique des plantes et 
les études de sélection. Le SNP est le type du marqueur moléculaire utilisé chez HM.Clause pour 
identifier les QTLs associés aux traits d’intérêt agronomique. Les résultats du séquençage sont 
énormes et doivent être analysés pour identifier les SNPs de haute qualité. Ainsi, un outil 
bioinformatique a été développé pour analyser et interpréter les données NGS pour sélectionner 
automatiquement les meilleurs SNP. Ainsi, nous avons identifié au départ les paramètres 
appropriés pour filtrer les variantes. Ces paramètres concernent les caractéristiques de la séquence 
flanquante du SNP (nombre de variantes, contenu en GC ) et les critères génétiques (fréquence 
des allèles mineurs : MAF, Polymorphism Information Content : PIC, Call rate et effet du SNP). Tous 
les SNPs ont été notés en fonction du seuil de chaque critère. L’efficacité du filtre et celle de la 
notation ont été évaluées en utilisant un jeu de données de 2535390 SNPs candidats. La précision 
du programme qui reflète sa capacité à détecter les bons marqueurs parmi tous les marqueurs 
testés est de 82%. Cette valeur peut être améliorée en ajustant les seuils des paramètres utilisés 
pour le filtre des variants. 

 

Abstract: NGS technology allows to revolutionize plant genotyping and breeding. In addition, 
Molecular markers play important roles in plant genomics and breeding studies. Single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) are the molecular markers employed in HM.Clause to identify quantitative 
trait loci (QTL) for important traits. The results of sequencing are huge and need to be analyzed to 
identify the SNPs with high quality. Thus, a bioinformatic tool was developed to analyze and interpret 
GBS data to select automatically the best SNPs. Thus, we identified at the beginning the appropriate 
parameters for filtering the variants. These parameters concern the characteristics of the SNP 
flanking sequence (number of variants, GC content, size) and genetic criteria (Minor Allele 
frequency: MAF, Polymorphism Information Content: PIC value, Call rate and SNP effect). All SNPs 
were scored according the threshold of each criteria. The filter and the scoring efficiency were 
evaluated using a data with 2535390 candidates SNPs. The accuracy of the program means its 
ability to detect the correct markers among all the markers tested is 82%. This value can be 
improved by adjusting the thresholds of the parameters used for the SNPs filtering 
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