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Analyse des relations gknktiques entre des races bovines franqaises 
P l'aide de marqueurs mol6culaires 

K. MOAZAMI-GOUDARZl, J-P. FURET, C. GROHS, H. LEVEZIEL, P. MARTIN 
INRA, Laboratoire de Gknktique biochimique et de Cytogknktique, 78350 Jouy-en-Josas 

Une ktude prkalable concernant l'analyse de la variabilitk gknktique de 18 races bovines fran~aises B partir de marqueurs 
biochimiques a permis & distinguer 4 sous-ensembles & races. Cette ttude a kt4 approfondie par une analyse du polymorphisme 
au niveau de I'ADN en utilisant les microsatellites comme marqueurs. Dix races bovines franpises choisies de f a ~ o n  B ce 
que les quaue sous-ensembles dkcrits soient bien reprksentks ont kt6 sklectionnkes. Le polymorphisme de 17 microsatel- 
lites localisds sur des chromosomes diffkrents a kt6 analysk sur 50 animaux non apparentks par race. Nous prdsentons dans 
cet expose les rksultats concernant ces travaux. 

Analysis of the genetic variation among French cattle breeds 
- 

using molecular markers 
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A preliminary study on the analysis of the genetic variability of 18 French cattle breeds using biochemical markers has per- 
mitted to distinguish 4 breed subsets. This study has been completed by the analysis of DNA polymorphisms using micro- 
satellites as markers. Ten French cattle breeds representating the 4 subsets described have been chosen. The polymorphism 
of 17 microsatellites localised on different chromosomes has been analysed in 50 unrelated individuals per breed. In this 
talk, we present the results of this work. 



INTRODUCTION - D'un quatrikme groupe btant constituk de la seule race 

La modernisation de l'agriculture europ6eme s'est tradui- 
te dans la plupart des espkces animales domestiques par 
une intensification des productions, une spbcialisation des 
troupeaux ainsi qu'une industrialisation des sysemes d'ble- 
vage. Dans ce contexte, quelques races, rbpondant au mieux 
aux enjeux bconomiques, se sont imposks au detriment de 
beaucoup d'autres dont les effectifs ont chug. Pour faire face 
aux risques d'une diminution des types gbnbtiques exploi- 
t&, des programmes de conservation des ressources gh6- 
tiques ont kt4 mis en place h la fin des ann&s soixante-dix. 
Ces actions de conservation sont nbcessaires afin de per- 
mettre une rborientation du matkriel animal en rbponse aux 
changements et aux besoins bvolutifs du marchb. Ainsi, une 
stratbgie globale de conservation des ressources gbnbtiques 
est mise en oeuvre en s'appuyant sur cinq types d'actions 
pouvant &tre menbes en parallele. I1 s'agit d'identifier et 
d'inventorier ces ressources (importance de la population, 
localisation, rbpartition), de les p rhrver ,  de gBrer la varia- 
bilitb gbnktique, de connaftre e t  Bvaluer la diversit6 bio- 
logique des races & fagon h estimer leur originalitd gbnb- 
tique et de valoriser ces ressources, par exemple, par &s 
produits d'appellation d'origine contr816e. 
Nbanmoins, btant donnb les contraintes bconomiques, il 
est impossible de multiplier les programmes de conserva- 
tion. L7i&al serait de prbserver un nombre minimum de 
races tout en gardant un maximum de variabilitk gbnbtique. 
Ceci suppose des moyens d'investigation et d'bvaluation de 
cette variabilitb plus pdcis permettant d'approfondir nos 
connaissances sur les relations entre races. Ainsi, un choix 
objectif des races sur lesquelles &s efforts de conservation 
devraient porter serait facilitb. 
Les mbthodes d'bvaluation de l'originalitb gbnbtique des 
populations btaient jusqu'h prbsent fondbes sur des docu- 
ments historiques, des donnbes dbmographiques et gbnba- 
logiques, sur l'analyse zootechnique (morphologie, apti- 
tudes), sur l'observation des caracti?res visibles (Lauvergne, 
1989). Denis (1983), en tenant compte des opinions expri- 
mbes sur les parentbs et filiations entre races dans 
27 ouvrages de zootechnie parus entre 1789 et 1940, dbfi- 
nit neuf groupes de races bovines en France. I1 s'agit des 
groupes : Batave, Normand, Alpin, Parthenais, Breton, 
Jurassique, Auvergnat, Aquitain et Ibbrique. 
Progressivement, les apports de la Gbnbtique biochimique 

- - 
~ormande . 
Une des conclusions de cette btude btait qu'une analyse 
plus approfondie, effectube au moyen de syst&mes gene- 
tiques polymorphes plus nombreux et bien rbpartis dans 
l'ensemble du gbnome, devrait permettre d'apprbhender 
plus finement les diffbrences entre races. En effet, l'analyse 
du polymorphisme protbique ne permet d'accbder (et de 
faqon incompl&te) qu'aux parties des genes spbcifiant les 
protbines analysbes (soit moins de 5% du gbnome). 
L'analyse de 1'ADN permet l'acces au polymorphisme 
aussi bien des sequences codantes que des sequences non 
codantes, soit environ trois milliards de paires de base 
d'ADN dans le cas des bovins et des autres mammifires. 
Parmi les diffbrents marqueurs mol6culaires nous avons 
retenu les microsatellites . I1 s'agit de sequences nuclboti- 
diques constitubes de motifs rbpbtbs en tandem compre- 
nant 1, 2 ou 3 bases, le nombre de rbpktitions du motif 
variant d'un allkle A l'autre. Ils ont btb dbtectbs dans toutes 
les esfices de mammieres btudiees et pour des esp&ces 
proches, il existe un certain degrb de conservation. Ainsi, 
40% des marqueurs isolbs chez les bovins sont utilisables 
directement chez les caprins (Pbpin et al, 1995) et ovins. On 
estime leur nombre h 30 000 chez les bovins et A environ 
100 000 chez l'homme (Stallings et al, 1991; Steffen et al, 
1993). En r&gle gbnbrale, les microsatellites sont assez uni- 
formbment dpartis sur l'ensemble du gbnome (un micro- 
satellite de type (TG)n tous les 30 Kilobases (Kb) chez 
l'homme et un tous les 120 h 180 Kb chez les bovins 
(Steffen et al, 1993 ; Vaiman et al, 1994)). De plus, ces mar- 
queurs sont trks polymorphes. En moyenne 6,4 alleles par 
locus sont &tecds chez les bovins (Vaiman et al, 1994). Par 
ailleurs, l'utilisation & la PCR (reaction de polymerisation 
en chaine) permet une detection aisde du polymorphisme 
des microsatellites et autorise ainsi un typage B grande 
echelle des animaux. Cette technique est rapide, automa- 
tisable et nbcessite peu d'ADN. 
Ces diverses caractdristiques ont conduit 1 considbrer les 
microsatellites comme &s marqueurs & choix susceptibles 
de foumir une meiUeure ap@ciation de la diversitk gbnbtique 
des races. Nous avons donc entrepris d'btudier le polymor- 
phisme de 17 d'entre eux dans 10 races bovines, choisies de 
faqon h tenir compte des diffbrentes subdivisions &hies  
par l'analyse des donn&s historiques et biochimiques. 

ont offert de nouvelles perspectives (Grosclaude, 1974), ET M g T H ~ D ~ ~  
grace A la description des polymorphismes gbnbtiques dvb- 
16s par des methodes immunologiques (groupes sanguins) 
ou blectrophorbtiques (proeines du lait, prodines sbriques 
ou brythrocytaires). La seule etude d'ensemble, concer- 
nant les races bovines fran~aises A l'aide du polymorphis- 
me biochimique a btb rbalisbe par Grosclaude et al(1990). 
Les rbsultats obtenus A partir de l'analyse de 13 sysemes 
polymorphes (1 1 locus 2 de groupes sanguins, la transfer- 
rine sbrique et la casbine p) ont conduit h distinguer, parmi 
18 races bovines franqaises et la race britannique Shorthorn 
(cette race ayant joub un r81e important dans la cdation de 
la race Maine-Anjou) 4 sous-ensembles. 
I1 s'agit des groupes : 
- Des races du Nord ; 
- Des races du Centre et Sud-Ouest ; 
- D'un ensemble de races de l'Ouest et de 1'Est ; 

1.1. RACES ANALYS~ES ET $CHANTILLONNAGE 

Compte tenu de l'importance des travaux de laboratoire h 
rbaliser, l'btude entreprise a 6tb limitke l'examen de 10 
races bovines en tenant compte des rbsultats andrieure- 
ment obtenus. Huit d'entre elles ont bt.6 choisies de fagon 
21 ce que les quatre sous-ensembles distingubs dans 1'6tu- 
de de Grosclaude et al (1990) soient reprbsentbs. Ainsi, 
nous avons &hantillonnb : la race Maine-Anjou (MA) pour 
le groupe des races du Nord, les races Charolaise (CH) et 
Limousine (LI) pour le groupe des races du Centre et du Sud 
Ouest, les races Bretonne Pie-Noire (BR), Parthenaise (PA), 
Vosgienne (VO) et MontMliarde (MO) pour le groupe des 
races de 1'Ouest et de 1'Est et le cigroupe~ constitub de la 
race Normande (NO). A celles-ci s'ajoutent les races 
Holstein (HO) et Jersiaise (JE) qui reprbsentent des dmoins 
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intemationaux. En se basant sur les donnbes de la littc5ra- 
ture (Nei et Roychoudhury, 1974 ; Nei, 1978), nous avons 
constitub, par race, un bchantillon d'une cinquantaine d'ani- 
maux non-apparentbs entre eux sur deux gdnbrations et 
ceci ap&s examen des gdndalogies. I1 s'agit de femelles, sauf 
pour la race Limousine oa l'bchantillon est constitub uni- 
quement de milles. 

1.2. EXTRACTION D'ADN G~NOMIQUE 

Pour chaque animal, l'extraction de 1' ADN gdnomique a 6t6 
effectude selon le protocole de Jeanpierre (1987), ZL partir 
de 25 ml de sang total prdlevb sur EDTA tripotassique. 
Les concentrations d' ADN ont Btb ajustdes ZL 200 mglml. 

Les microsatellites utilisds ont dtd choisis selon leur dis- 
ponibilitd parmi ceux produits au laboratoire ou dans 
d'autres laboratoires. Le choix a dtd effectud en fonction, 
d'une part, de leurs caracteristiques techniques (bonne apti- 
tude ii l'arnplification et interpretation aisde des profils 
dlectrophorbtiques) et d'autre part, de leurs caracteristiques 
gtndtiques (nombre d'allbles, localisation et repartition 
dans le genome). 17 marqueurs ont ainsi dtd retenus 
(Moazami-Goudarzi et al, 1994) 

1.4. M~THODES DE D~TECTION DU POLYMORPHISME 

Les produits d'amplification obtenus aprbs PCR ont dtb 
analysds sur gel de polyacrylamide dbnaturant. Le poly- 
morphisme a bd analysd en utilisant deux modes de rdvd- 
lation : radioactivitd et fluorescence. L'appareillage mis 
en oeuvre pour ces deux appruches est Wrent .  Dam le pre- 
mier cas, il s'agit d'un ensemble "classique" de materiels 
d'6lectrophorBse (cuves et genbrateurs). Dans le second 
cas, c'est un automate d'analyse d'ADN composd d'un 
module d'blectropho&se et d'un logiciel d'analyse de taille 
de fragment d6veloppb sur une informatique "Macintosh". 
Ce systeme permet la mise en bvidence simultanh du poly- 
morphisme de plusieurs microsatellites (3 21 9) par animal 
et par gel grace ZL l'utilisation de plusieurs marqueurs fluo- 
rescents (fluorophores). 

Comme il n'y a pas de relation de dominance entre les dif- 
fbrents allbles d'un mbme microsatellite, les frbquences 
all6liques pour les 17 microsatellites et les 10 races ont 
btb calculbes par comptage direct. A partir des fr6quences 
observdes, les distances gdnbtiques entre races ont kt6 cal- 
culdes en utilisant la distance standard de Nei (1972) et 
celle de Cavalli-Sforza (1967). Ces distances ont kt6 ZL la 
base de la construction de phdnogrammes (selon la mbtho- 
de du "Neighbor Joining"). Une mbthode de rbdchan- 
tillonnage aldatoire dite du "Bootstrap" (Felsenstein, 1985) 
a btd utilisde pour tester la robustesse des arbres obtenus. 

2. R~SULTATS 
2.1. FR$QUENCES ALLBLIQUES 
Un ensemble de 8500 typages a btd effectue dont 4800 en 
radioactivitb et 3700 en fluorescence. L'examen des fib- 
quences allbliques par race et par microsatellite suggbre un 
certain nombre de remarques : 

a) Le profil de &partition des fr@uences alldliques est 
trBs different pour des microsatellites ayant un nombre 

d'alleles pratiquement identique. Ainsi, la plupart des 
alleles du microsatellite INRA 023 (14 alleles) sont dbtec- 
tbs dans toutes les races alors que parmi les 13 allbles du 
microsatellite INRA 013, 6 allbles sont prdpondbrants. 

b) Certains allBles d'un meme microsatellite sont dbtec- 
d s  dans une ou deux races seulement alors qu'ils sont absents 
des autres. L'allMe 9 du microsatellite INRA 032 est pdsent 
en race Limousine, Parthenaise et Maine-Anjou. I1 n'a pas 
dt6 ddtecd dans les 7 autres races. La situation inverse se pro- 
duit dgalement. Ainsi par exemple, l'allMe 5 du microsatel- 
lite INRA 072 n'est absent qu'en race Vosgienne. 

c) Pour certains microsatellites, les frdquences alld- 
liques sont trbs diffkrentes d'une race ZL l'autre. C'est le cas 
de l'allble 9 du microsatellite I M A  016 atect6 ZL des fib- 
quences de 17% en race Norrnande, 36% en race Holstein et 
753% en race Jersiaise et de l'allble 3 du &me microsatellite 
qui est @sent avec &s fdquences & 23% en race Vosgienne 
et 2% en race Charolaise et en race Limousine. 

2.2. P ~ ~ O G R A M M E S  
11 existe diffdrentes mdthodes de classification qui se dis- 
tinguent par leurs hypothbses dvolutives et leurs algo- 
rithmes. Les modBles d'dvolution suivis par les microsa- 
tellites n'dtant pas encore tr&s bien identifids, nous avons 
choisi de reprbsenter les distances obtenues par la mdtho- 
de dite du <<Neighbor-Joining, qui n'impose pas l'hypothbse 
dvolutive d'horloge molbculaire. 
Malgrd une forte corrblation statistique entre la distance 
standard de Nei et celle de Cavalli-Sforza, les phbno- 
grammes obtenus ne sont pas identiques selon les distances 
utilishs. 
Une methode de &-dchantillonnage aldatoire, le bootstrap 
(Felsenstein, 1985) a dtd utilisde dans le but d'dvaluer la 
confiance accorder aux arbres obtenus. AprBs chaque rb- 
bchantillonnage (N), un arbre est construit. En fin de <<boots- 
trap*, on est en possession de N arbres qui peuvent, dven- 
tuellement, btre diffbrents. Pour rechercher une 
reprbsentation de ces arbres telle que leurs parties concor- 
dantes apparaissent clairement par rapport aux paxties dis- 
cordantes, en fin d'analyse, une representation appelde 
ccarbre consensusw est recherche, et les frdquences des dif- 
fdrents branchements (valeurs & bootstrap) y sont reportkes. 
La Figure 1 reprdsente, aprbs 500 rd-dchantillonnages, les 
deux arbres consensus des deux distances utilisdes. En 
accord avec les donndes historiques et biochimiques, 
quelques points communs, se ddgagent, notamment les rap- 
prochements des races Holstein et Maine-Anjou, d'une 
part, MontMliarde et Vosgienne, d'autre part. Ces regrou- 
pements sont en accord avec les donnbes historiques (Denis, 
1983) et biochimiques (Grosclaude et al, 1990). Cependant, 
nous pouvons constater que le seuil de signification de 
95% n'a pas 6t6 atteint, les regroupements (noeuds) obte- 
nus sont dit instables. 

3. DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS 

Les microsatellites ont 6td dbcrits pour la premiere fois il 
y a une dizaine d'anndes (Hamada et al, 1982). Trbs rapi- 
dement, ils se sont rdvblds trBs performants pour la construc- 
tion de cartes gdndtiques et pour l'dtude de g6nCalogies. 
Cependant, leur utilisation en gbnbtique des populations n'a 
rdellement ddbutb qu'en 1989. Par exemple, des diver- 
gences gbnbtiques entre diffdrentes populations & mouflons 
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